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1. Einleitung 
1.1.  Glioblastoma multiforme 
Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der häufigste und aggressivste primäre 
Hirntumor im Erwachsenenalter.1,2 GBM gehört zu der Gruppe der Gliome und wird 
nach der WHO-Klassifikation aufgrund seiner Morphologie, Histologie und Malignität 
dem höchsten Grad IV zugeordnet.3 Die mittlere Überlebenszeit (MÜZ) beträgt bei 
standardmäßiger Behandlung ca. 15 Monate4 und ist unter anderem abhängig von dem 
Alter des Patienten, der Lokalisation und der Histologie des Tumors.3 GBM zeigen eine 
stark ausgeprägte inter- und intratumorale Heterogenität, wodurch die Therapie deutlich 
erschwert wird.5 
1.1.1. Epidemiologie und Ätiologie von Glioblastoma multiforme 
Jährlich erkranken in Europa 3,55 Erwachsene pro 100.000 Einwohner an GBM. Das 
mittlere Erkrankungsalter beträgt 62,2 ± 13,4 Jahre, wobei Männer häufiger betroffen 
sind als Frauen (Verhältnis 1,34:1).6 Die Inzidenzrate im Kindesalter ist deutlich 
niedriger und geht mit einer besseren Prognose einher.7  
Die Ursachen für die Entstehung von GBM sind noch nicht umfassend geklärt. Der 
hirneigene Tumor tritt meist sporadisch auf, zeigt allerdings in 1% der Fälle eine 
familiäre Häufung.8,9 Ein GBM kann auch im Zusammenhang mit genetisch bedingten 
Erkrankungen diagnostiziert werden. So wurde ein gehäuftes Auftreten des malignen 
Hirntumors bei der Tuberösen Sklerose10, dem Turcot-Syndrom11, der 
Neurofibromatose Typ I12, sowie in Fällen der Multiplen endokrinen Neoplasie (MEN) 
Typ IIA13 festgestellt. Außerdem können GBM durch verschiedene Störungen in den 
Gliazellen hervorgerufen werden. Neben dem Verlust von genetischem Material 
innerhalb des Chromosoms 10q können auch Amplifikationen in EGFR, FGFR2 oder 
Mutationen in PTEN und Tp53 Faktoren für die Entstehung des Tumors sein.14,15 Des 
Weiteren spekuliert man über Risikofaktoren wie erhöhtem BMI16 oder vorangegangene 
Infektionen mit dem humanen Cytomegalievirus.17 Letztendlich ist die genaue Ursache 
jedoch unbekannt.9 
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1.1.2. Klinik 
Die Symptomausprägung hängt stark von der Progression und der Lokalisation des 
Tumors ab. Zu Beginn der Tumorentstehung zeigen sich meist keine klinischen 
Manifestationen, diese können aber durch permanentes Wachstum des Tumors und 
eine daraus folgende kraniale Druckerhöhung zum Vorschein kommen.18 GBM sind 
typischerweise im Frontal- und Parietallappen beider Hemisphären, sowie im Balken 
lokalisiert.19 Dies führt dazu, dass Betroffene unter Persönlichkeitsveränderungen und 
progressiven Defiziten der Gedächtnisleistung leiden können. Neben Kopfschmerzen, 
Übelkeit, Erbrechen und Hemiparesen sind epileptische Anfälle häufige 
Erstsymptome.20 Je nach Lokalisation können auch Sehstörungen oder Aphasien 
auftreten. Besonders durch das tumorangrenzende Ödem zeigen sich in späteren 
Stadien Hirndruckzeichen wie Stauungspapille, Somnolenz und Koma. Diese 
Symptome gelten als prognostisch ungünstig.18 
1.1.3. Diagnostik 
Bei Verdacht auf eine intrakranielle Raumforderung ist nach genauer klinischer 
neurologischer Untersuchung eine Bildgebung indiziert. Die Magnetresonanztomografie 
(MRT) und die kraniale Computertomografie (cCT) mit intravenöser Kontrastmittel-Gabe 
sind hierbei die diagnostischen Mittel der Wahl.21 Im MRT und cCT stellt sich ein GBM 
als eine inhomogene intrakranielle Neoplasie dar, die oft Einblutungen, Zysten und 
Nekrosen zeigt. Die vitalen Tumoranteile weisen eine starke Kontrastmittel-
Anreicherung auf, die sich, typisch für GBM, ringförmig ausdehnt (ringförmiges 
Enhancement). In der T2-gewichteten Sequenz des MRTs kann außerdem das an den 
Tumor angrenzende Ödem gut dargestellt werden. GBM präsentieren sich 
angiografisch durch starke Neovaskularisationen mit arterio-venösen Kurzschlüssen 
und sinusoidalen Gefäßektasien.21–23 Um die Verdachtsdiagnose jedoch zu bestätigen 
und den Tumor von anderen malignen Prozessen abzugrenzen, bedarf es einer 
histologischen Diagnostik. Das dafür notwendige Tumormaterial kann mittels 
stereotaktischer Biopsie oder einer Kraniotomie mit Tumorresektion gewonnen 
werden.24 GBM metastasieren selten ins ZNS, zeichnen sich jedoch durch ein 
infiltratives Wachstum aus. Fernmetastasen stellen eine Rarität dar.25  
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1.1.4. Neuro- und Histopathologie  
GBM bilden nach der WHO-Klassifikation mit weiteren Hirntumoren die Einheit der 
neuroepithelialen Tumoren und gehören zu der Gruppe der Gliome.20 Diese werden je 
nach dem Ursprungsgewebe in astrozytäre, oligodendrozytäre und ependymale Gliome 
sowie Mischformen hieraus unterteilt. GBM werden den astrozytären und primären 
Gliomen zugeordnet.20,23 Primäre Glioblastome stammen histologisch von Gliazellen 
bzw. deren Vorläuferzellen, den Glioblasten ab. Sie bilden mit über 90% aller 
Glioblastome die deutliche Mehrheit. Die restlichen 10% stammen von niedrigeren 
malignen Gliomen ab und zählen somit zu den sekundären Glioblastome.6,26 
Eine weitere Subklassifizierung der Gliome erfolgt nach dem Malignitätsgrad. Die 
niedrigmalignen Gliome (WHO Grad I und II) und die anaplastische Form (WHO Grad 
III) müssen von dem hochmalignen GBM (WHO Grad IV) abgegrenzt werden.27 Das 
wesentliche histologische Unterscheidungskriterium von GBM zu einem anaplastischen 
Astrozytom (WHO Grad III) stellt die flächenhafte Tumornekrose dar. Die sogenannte 
„bunte Schnittfläche“, die durch Blutungen, Nekrosen, Zysten und Tumorzerfallshöhlen 
entsteht, gibt dem GBM seinen Namen.23 Charakteristischerweise zeigt dieser maligne 
Hirntumor starke Kern- und Zellpleomorphien, eine mikrovaskuläre Proliferation 
(glomerulumartige Gefäßknäuel), ein ausgeprägtes Ödem, sichelförmige Nekrosen und 
eine erhöhte Mitose- und Proliferationsrate.28  
1.1.5. Therapie und Prognose 
Nach ausgiebiger Diagnostik wird eine vollständige chirurgische Resektion des Tumors 
angestrebt. Um die Chancen zu erhöhen, initial möglichst viel Tumormasse zu 
entfernen, kann der Tumor intraoperativ durch eine Fluoreszenzdarstellung mit 5-
Aminolävulinsäure visualisiert werden.29 Im Großteil der Fälle verbleibt jedoch 
intrazerebral Tumorrestgewebe, da die entarteten Gliazellen ein stark invasives 
Wachstum aufweisen.30  
Um die MÜZ der Betroffenen zu verlängern, folgen anschließend an die operative 
Behandlung eine Radio- und Chemotherapie.31,32  Die Standardtherapie bei GBM ist 
eine externe konventionell fraktionierte lokale Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 
50 - 60Gy.33 Diese wird in Tagesdosen von 1,8 - 2,0Gy aufgeteilt und in einem Zeitraum 
von 6 - 7 Wochen, 5 Tage (d) pro Woche appliziert.33 Spätfolgen der Strahlentherapie 
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können aufgrund der kurzen Überlebenszeit der Betroffenen üblicherweise 
vernachlässigt werden. Jedoch können (sub-)akute Nebenwirkungen wie 
Kopfschmerzen und Übelkeit sowie selten Enzephalopathie oder Hirnatrophie 
auftreten.34  
Das Standardchemotherapeutikum zur Behandlung von neu aufgetretenen GBM ist das 
alkylierende Zytostatikum Temozolomid (Temodal®).32 In einer schmalen, leicht 
alkalischen pH-Spanne bildet das als Prodrug aufgenommene Temozolomid (TMZ) 
rasch das alkylierende 3-Methyl-(triazen-1-y)imidazole-4-carboxamide (MTIC). MTIC 
kann durch DNA-Methylierung eine Hemmung des Zellzyklus mit konsekutiver 
Apoptose induzieren.35 Dabei werden bevorzugt die Basen N3-Adenin, N7-Guanin 
sowie O6-Guanin methyliert.36  
Das Zytostatikum passiert die Blut-Hirn-Schranke und verteilt sich anschließend im 
Hirngewebe und Liquor.37 Da der Hirntumor im Vergleich zu dem gesunden 
angrenzenden Gewebe leicht höhere pH-Werte aufweist, wirkt TMZ bevorzugt auf diese 
maligne Zellen.38,39 
TMZ wird simultan mit der Radiotherapie oral oder intravenös verabreicht, um die 
Strahlensensibilität zu erhöhen.32 Dadurch kann die MÜZ der GBM-Patienten erhöht 
werden.32 Nach abschließender Radiochemotherapie wird die TMZ-Behandlung für 6 
Zyklen adjuvant weitergeführt.32,40 Dieses Schema wurde in der Publikation von Stupp 
et al. 2005 eingeführt und gilt bis heute als Goldstandard.32  
TMZ ist grundsätzlich ein recht gut verträgliches Chemotherapeutikum, kann allerdings 
unter anderem zu unerwünschten Arzneimittelwirkungen wie Übelkeit, Gewichtsverlust, 
Müdigkeit, Panzytopenie und gehäuftem Neuauftreten von Hepatitis-B-Infektionen 
führen.40  
Trotz multimodaler Therapie besteht noch immer eine schlechte Prognose bei GBM-
Patienten (MÜZ ~ 15 Monate).4 Die Bestrebungen sind demnach groß, neue 
wirksamere Therapieansätze zu entwickeln. Ein Augenmerk liegt dabei besonders auf 
der durch Antikörper oder niedermolekulare Inhibitoren gezielten Hemmung von 
hochregulierten Signalwegen bzw. deren Komponenten bei GBM. So zeigten 
vorangegangene Studien erste Erfolge bei der Hemmung der Angiogenese durch 
 5 
 
Inhibierung des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) durch bestimmte 
Antikörper (z.B. Bevacizumab).41 
Zudem wurden weitere Signalwege identifiziert, die bei GBM häufig dereguliert sind 
(z.B. mTOR, EGFR, MAPK) und sich daher als Ziel einer therapeutischen Intervention 
eignen können.42–44 
Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Entwicklung von Immuntherapien, wie 
Vakzinierungen mit dendritischen Zellen (dentCs). Dabei soll das Immunsystem des 
Patienten dazu stimuliert werden, Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren.45  
Darüber hinaus gibt es Studien zur GBM-Therapie mit onkolytischen Viren, welche 
gezielt Tumorzellen infizieren und eliminieren, während das gesunde umliegende 
Hirngewebe nicht beeinträchtigt wird.46 
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1.2. Die zelluläre Vielfalt bei Glioblastoma multiforme 
GBM zeichnen sich besonders durch ein hohes Maß an phänotypischer, 
morphologischer und zellulärer Heterogenität aus, die das Fortschreiten der Krankheit, 
die therapeutische Wirksamkeit der Behandlungen und somit die MÜZ der GBM-
Patienten beeinflussen.15,47,48 Neben der genetischen Vielfalt und der unterschiedlichen 
Morphologie der Tumorzellen trägt die Mikroumgebung der Zellen zu der 
Tumorheterogenität bei.30,47 Man geht davon aus, dass GBM und andere Tumoren aus 
verschiedenen Subpopulationen funktionell ungleicher Zellen bestehen. So kann ein 
Tumor grob in undifferenzierte stammzellähnliche Zellen (cancer stem-like cells; CSCs), 
Vorläuferzellen und ausdifferenzierte Tumorzellen (differentiated cells; DCs) unterteilt 
werden.49 Während die CSCs für die Malignität, die Tumorprogression und die 
Therapieresistenz verantwortlich zu sein scheinen, bilden die DCs den großen Anteil 
des schnell wachsenden Tumorgewebes.50–52 Die Eigenschaften der Vorläuferzellen 
ähneln eher denen der CSCs.53  
Die unterschiedlichen Zelltypen eines Tumors können theoretisch einer hierarchischen 
Rangordnung unterliegen oder nach einem stochastischen Modell agieren.53 
1.2.1. Die Entwicklung der Tumorstammzell-Hypothese 
In der Tumorstammzell-Hypothese werden die unterschiedlichen Subpopulationen 
eines Tumors anhand verschiedener Modelle genauer charakterisiert. Im Laufe der Zeit 
hat sich die einst von Reya et al. aufgestellte Theorie eines streng hierarchischen 
Tumormodells als eine zu grobe Vereinfachung der Zellinteraktionen herauskristallisiert. 
So scheinen nun nicht die einzelnen Subpopulationen an sich die entscheidende Rolle 
zur Charakterisierung der Zellinteraktionen eines Tumors zu spielen, sondern die 
Eigenschaften der verschiedenen Zellen selbst.54,55  
1.2.1.1. Hierarchisches Modell eines Tumors 
In dem von Reya et al. aufgestellten Tumormodell unterliegen die verschiedenen 
Zelltypen einer streng hierarchischen Ordnung.53 Die undifferenzierten CSCs stellen 
einen kleinen Teil des Gesamttumors dar und weisen ähnliche Eigenschaften wie 
hämatopoetische Stammzellen auf. Sie zeigen eine asymmetrische Zellteilung und ein 
potentiell unendliches Wachstum.31,49,56 Die CSCs gelten als die „initialen Zellen der 
Tumorgenese“ und stehen an der Spitze der Hierarchie. Sie können sich selbst ständig 
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erneuern und weiter differenzieren, während alle anderen Zellen einer klonalen 
Erschöpfung unterliegen (Abb. 1).55 Über Vorläuferzellen entsteht aus den CSCs die 
große Masse der DCs. Die genauen Zwischenschritte sind weitestgehend 
unbekannt.49,57 Die CSCs haben die Fähigkeit, das gesunde Gewebe zu infiltrieren und 
somit die lokale Tumorausbreitung und Metastasierung voranzutreiben.30 Außerdem 
weisen CSCs im Vergleich zu DCs eine höhere Radio- und Chemoresistenz auf.49 DCs 
zeigen dagegen eine höhere Proliferationsrate und sind für die permanente 
Größenzunahme des Tumors mitverantwortlich.31   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eigene Darstellung in Anlehnung an Reya et al., 2001 
49
 
 
Durch die Selbsterneuerung und Differenzierung der CSCs bildet sich der gesamte Tumor 
bestehend aus den einzelnen Subpopulationen. 
 
 
Abb. 1: Hierarchisches Modell eines Tumors 
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Reya et al. beschrieben bereits 2001, dass durch die Behandlung eines Tumors mit 
konventioneller Radio- und Chemotherapie hauptsächlich die chemo- und radiosensible 
Subpopulation der DCs angegriffen wird, wohingegen CSCs überleben.49,58 Die CSCs 
können somit zu einer erneuten Tumorprogression bzw. zu einem Tumorrezidiv 
führen.59,60 Der Grundgedanke der Stammzell-Hypothese von Reya et al. beruht darauf, 
Therapieoptionen zu finden, die speziell auf CSCs zielen. Dadurch soll die Entstehung 
eines Rezidivs verhindert und eine Regression des Tumors erreicht werden (Abb. 2).49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eigene Darstellung in Anlehnung an Reya et al., 2001 
49
 
 
Durch den Einsatz von zielgerichteter Stammzell-Therapie wird im Vergleich zur alleinigen 
konventionellen Therapie eine Tumor-Regression postuliert. 
 
 
Abb. 2: Therapieschema nach Reya et al. 
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1.2.1.2. Stochastisches Modell eines Tumors 
Ca. 10 Jahre später wurden die Kenntnisse über die Tumorstammzell-Hypothese 
erweitert und das hierarchische Modell in Frage gestellt. Nach wie vor kann davon 
ausgegangen werden, dass ein Tumor aus mehreren funktional und phänotypisch 
unterschiedlichen  Zellen besteht. Diese agieren aber nicht wie beschrieben nach einer 
hierarchischen Ordnung, sondern scheinen vielmehr von bestimmten 
Umgebungsfaktoren abhängig zu sein. 64,65 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eigene Darstellung in Anlehnung an Stopschinski et al., 2013 
55
 
 
Jede Subpopulation kann sich unter bestimmten Umständen (!) in andere Subpopulationen 
umwandeln bzw. sich entdifferenzieren. Um die CSCs befindet sich die „Stammzell-Nische“ 
(grauer Kasten), die die Eigenschaften der CSCs verstärkt bzw. aktiviert. 
Abb. 3: Stochastisches Modell eines Tumors 
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Es wird postuliert, dass Tumorzellen durch Mutationen in gesunden Zellen entstehen, 
die folglich zu einem großen Tumor heranwachsen können.61,62 Alle Zellen scheinen 
dazu befähigt zu sein, durch bestimmte Aktivierungsfaktoren (z.B. „Stammzell-Nische“) 
Stammzelleigenschaften (Selbsterneuerung, Tumorinduktion, Therapie-Resistenz) 
anzunehmen und die Tumorentstehung zu initiieren.61,63 Verglichen mit dem 
hierarchischen Modell gehen auch hier aus den „initialen Zellen der Tumorgenese“ 
Vorläufer- und differenzierte Tumorzellen hervor.53 In beiden Modellen weisen DCs 
zwar die gleichen Eigenschaften auf, jedoch setzt das stochastische Modell voraus, 
dass sich DCs verändern und dadurch ebenfalls zur Tumorentstehung beitragen 
können. Unter bestimmten Umständen, wie Hypoxie, Chemotherapie-induziertem 
Stress, Veränderung der Mikroumgebung u.v.m., scheinen sie in der Lage zu sein, 
durch Entdifferenzierungsschritte Stammzellcharakter anzunehmen (Abb. 3).54,64,65 Alle 
Zelltypen können ineinander konvertieren, ohne dabei einer Hierarchie zu 
unterliegen.65,66 Zudem scheint ein Tumor aus mehreren funktional verschiedenen 
CSC-Subpopulationen zu bestehen, die ebenfalls ineinander konvertieren können.52,67 
Diesen Erkenntnissen nach nimmt die inter- und intratumorale Heterogenität deutlich 
zu, wodurch die Suche nach gezielten Therapieverfahren noch weiter erschwert 
wird.64,65  
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1.2.1. „Stammzell-Nische“ 
Die Heterogenität in GBM ist nicht nur Folge genetischer und epigenetischer 
Veränderungen, sondern auch durch die verschiedenen Mikroumgebungen in 
unterschiedlichen Regionen des Tumors beeinflusst. So sorgt die „Stammzell-Nische“ 
(zusammengesetzt aus der hypoxischen, immunologischen und perivaskulären Nische) 
in GBM für das Aufrechterhalten bzw. Neuerwerben der Stammzelleigenschaften.68,69  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eigene Darstellung in Anlehnung an Ho et al., 2017 
68
 
 
Die perivaskuläre Nische enthält Zellen wie Endothelzellen (ECs), Perizyten und Astrozyten. 
Jede Komponente der perivaskulären Nische interagiert mit GBM-CSCs, um die 
Stammzelleigenschaften zu verstärken. Der Kern der hypoxischen Nische stellt die 
Pseudopalisaden-Nekrosen (grüner Bereich) dar. Makrophagen und Mikroglia bilden die 
immunologische Nische. 
Abb. 4: Die Mikroumgebung eines Tumors und deren Effekt 
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Nischen sind anatomisch begrenzte Bereiche innerhalb der gesamten Mikroumgebung 
des Tumors, die durch verschiedene Zellen und Faktoren charakterisiert sind.70,71 Diese 
Zellen und Faktoren können die Selbsterneuerung, die Proliferation und die 
Differenzierung der CSCs stimulieren und die Angiogenese induzieren.48,53,70,71 
Außerdem rekrutiert die „Stammzell-Nische“ Immunzellen und andere Stromazellen, die 
das invasive Wachstum bzw. die Ausbreitung des Tumors fördern (Abb. 4 und 5).70,71 
Diese Nischen sorgen grundsätzlich für den Erhalt der Stammzelleigenschaften und 
bewahren die phänotypische Plastizität der undifferenzierten Zellen.53  
Eine wichtige Komponente der „Stammzell-Nische“ ist die extrazelluläre Matrix (EZM), 
die als physikalische Barriere gegen Therapeutika wirken kann.71,72 Außerdem erfolgt 
darüber die Freisetzung von Faktoren, die die Angiogenese, das invasive Wachstum 
und die Ausbreitung fördern (Abb. 5).73–75 
Zell-Zell-Wechselwirkungen zwischen CSCs untereinander,  sowie zwischen CSCs und 
DCs spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle.68 CSCs nutzen diese Kontakte zur 
Aktivierung bestimmter Signalwege (z.B.: NOTCH-Signalweg), um ihren Phänotyp zu 
erhalten und ihre Funktionalität auszuüben (Abb. 5).76–78  
Auch Mesenchymale Stammzellen (MSC) fördern die Tumorproliferation, 
Metastasierung sowie die Angiogenese und sorgen mit weiteren Entzündungszellen für 
ein immunsuppressives Mikromilleu (Abb. 5).79–82  
Die in der „Stammzell-Nische“ herrschende Hypoxie trägt zur Hemmung von 
Immunzellen bei und vermindert somit die immunologische Überwachung des 
Tumors.83 Ferner fördert Hypoxie die Aktivierung weiterer Faktoren, die die 
Stammzellgenese unterstützen und die Angiogenese induzieren( Abb. 4 und 5).81,84–86   
Insgesamt ist die „Stammzell-Nische“ ein weites und komplexes System, das durchaus 
Angriffspunkte für zukünftige Therapiemöglichkeiten bieten kann. Das Verständnis über 
das wechselseitige Verhältnis zwischen CSCs zu dessen Nischen ist entscheidend für 
die Entschlüsselung der regulatorischen Rolle der Mikroumgebung bei GBM. 
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Eigene Darstellung in Anlehnung an Plaks et al., 2015 
53
 
 
CSCs: stammzellähnliche Zellen; CAFs: Krebs-assoziierte Fibroblasten; dentCs: dendritische 
Zellen; EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition; EZM: Extrazelluläre Matrix; G-CSF: Granulocyte-
Colony Stimulating Factor; GM-CSF: Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating Factor; HGF: 
Hepatocyte-Growth-Factor; HIF: Hypoxie induzierender Faktor; M-CSF: Macrophage-Colony 
Stimulating Factor; MDSCs: Myeloid-abgeleiteten Suppressorzellen; MMP: Matrix-
Metalloproteasen; MSCs: Mesenchymale Stammzellen; NK-Zellen: Natürliche Killerzellen; NO:  
Stickstoffmonoxid; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies; TAMs: Tumor-assoziierten Makrophagen; 
TANs: Tumor-assoziierten Neutrophilen; TH2-Zellen: T-Helfer-Zellen; TNC: Tenacin-C; Treg-Zellen: 
Regulatorische T-Zellen; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
Abb. 5: Die molekulare und zelluläre Grundlage zwischen CSCs und deren 
„Stammzell-Nische“ 
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1.2.3.  Die Bedeutung der stammzellähnlichen Zellen bei Glioblastoma multiforme 
Im Jahr 2002 wurden CSCs zum ersten Mal im Zusammenhang mit GBM beschrieben. 
Ignatova et al. berichteten über Zellen mit Stammzelleigenschaften innerhalb von 
menschlichen kortikalen Gliatumoren.87 Später wurden GBM-CSCs als CD133+-Zellen 
bezeichnet.60 CD133 (Prominin-1) ist ein Zellmembranprotein, welches ursprünglich in 
hämatopoetischen Stammzellen entdeckt wurde und noch heute, trotz mäßiger 
Validität, zur Detektion von Tumorstammzellen in GBM eigesetzt wird.88  
Das gegenwärtige Verständnis über die Rolle der einzelnen Subpopulationen und der 
komplexeren Fähigkeiten der CSCs in GBM ist noch unvollständig.67 CSCs scheinen 
jedoch auch in dieser Tumorentität die bereits beschriebenen typischen 
Stammzelleigenschaften zu besitzen und demnach für die Progression, Heterogenität 
und Therapieresistenz hauptverantwortlich zu sein.89 Studien anderer Arbeitsgruppen 
beschreiben außerdem auch bei GBM das Vorhandensein spezifischer Nischen um die 
CSCs, die deren Funktionen wie Angiogenese, Tumorinitiierung und Therapieresistenz 
verstärken.90 
In der Literatur wird wiederkehrend über eine hierarchische Ordnung der Zellen in GBM 
berichte.89 Dabei stehen CSCs an der Spitze und können sich, neben der 
Selbsterneuerung, zu weiteren Zelltypen differenzieren (Hierarchisches Tumormodell 
von Reya et al.).49,89 Das Hauptaugenmerk vieler aktueller Forschungen liegt derzeit auf 
einer validen Detektion der CSCs, um diese genauer zu charakterisieren und 
Therapieoptionen zu entwickeln.91,92 
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1.3. Resistenzentwicklung bei Glioblastoma multiforme 
Die Resistenzbildung gegenüber Radio- und Chemotherapie ist eine der Hauptursachen 
für das Therapieversagen und die Entstehung eines Rezidivs beim GBM. Die steigende 
Resistenzentwicklung geht mit einer schlechten Prognose einher.93 
1.3.1. Radioresistenz  
Obwohl die Radiotherapie zu den wichtigsten und wirksamsten Maßnahmen in der 
Behandlung von GBM zählt, entwickelt sich mit der Zeit eine immer stärker ausgeprägte 
Resistenz.94 Hauptverantwortlich dafür scheint die kleine Subpopulation der CSCs zu 
sein.93 Diese weisen neben einem gesteigerten Selbsterneuerungspotential eine 
erhöhte DNA-Reparaturkapazität auf.82 Dadurch bleiben die initialen Tumorzellen am 
Leben und können Rezidive entwickeln.51 
1.3.2. Temozolomid-Resistenz  
Die TMZ-Resistenz ist ein relevantes und komplexes Thema in der Behandlung und 
Forschung von GBM. Auch hier scheinen die CSCs die Vermittler der Chemoresistenz 
zu sein.93 Die genauen Mechanismen sind jedoch nicht ausreichend geklärt. In den 
folgenden Abschnitten sind einige Möglichkeiten aufgelistet, die zur TMZ-Resistenz 
beitragen können.  
1.3.2.1. Resistenzentwicklung durch intrinsische Faktoren  
Wie bereits beschrieben wirkt TMZ durch Methylierung verschiedener Basen 
zytotoxisch. Bestimmte Mechanismen können jedoch die verursachten DNA-Schäden 
wieder beheben, wodurch die TMZ-Resistenz verstärkt wird. 
Ein prognostischer Marker für den Erfolg der Chemotherapie mit TMZ ist der Promotor-
Methylierungsstatus des DNA-Reparaturenzyms O6-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT).95 Bei unmethyliertem und somit aktivem MGMT-Promotor 
kann das Reparatur-Enzym die von TMZ verursachten DNA-Schäden am O6-Guanin 
wieder beseitigen.95–97 Die Literatur gibt Anhaltspunkte, dass CSCs eine MGMT-
Überexpression zeigen, die hauptsächlich für die TMZ-Resistenz verantwortlich zu sein 
scheinen.98  
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Auch andere DNA-Reparaturmechanismen, wie das Mismatch-Repair-System (MMR) 
und das Base-Excision-Repair-System (BER) spielen eine Rolle bei der Beseitigung 
TMZ-induzierter DNA-Schäden (Abb. 6). Insgesamt scheint der Großteil der DNA-
Schäden durch BER repariert zu werden.36  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Des Weiteren scheinen Multidrug-Resistance-Related Proteine (MRP) eine 
entscheidende Rolle zu spielen.99 MRP sind Transmembranproteine, die zu der großen 
Gruppe der ABC-Transporter gehören. Sie pumpen unter Energieverbrauch bestimmte 
Stoffe aus den Zellen heraus und sorgen dadurch für ein Therapieversagen.100 Schaich 
et al. berichteten, dass die durch TMZ verursachte Zytotoxizität die Expression von 
Multidrug-Resistance-Protein-1 (MDR1) erhöht, was eine verstärkte TMZ-Resistenz in 
GBM zur Folge hat.101 Außerdem kann die Veränderung apoptotischer Mechanismen 
mit der Chemoresistenz in Verbindung gebracht werden. Ebenso wie normale neurale 
Eigene Darstellung in Anlehnung an Zhang et al., 2012 
38
 
 
TMZ wirkt durch Methylierung verschiedener Basen auf die Tumorzellen. Die entstandenen 
DNA-Schäden können zum Teil durch aktives MGMT (MGMT+) repariert werden, wodurch 
es zur Tumorprogression kommt. Bei inaktiven MGMT (MGMT-) spielt der Aktivitätsgrad von 
MMR (MMR+ = aktiv; MMR- = inaktiv) eine Rolle. N7-MetG und N3-MetA können durch 
aktives BER repariert werden (BER+ = aktiv; BER- = inaktiv). 
Abb. 6: Wirkung von TMZ auf die DNA 
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Stammzellen können GBM-CSCs eine Überexpression von anti-apoptotischen Faktoren 
aufweisen.102,103 
1.3.2.2. Resistenzentwicklung durch extrinsische Faktoren 
Eine der möglichen Ursachen der Resistenzentwicklung kann die Durchlässigkeit der 
Blut-Hirn-Schranke sein.104 Im Vergleich zu den normalen Plasmaspiegeln von TMZ 
(27µM - 50µM) kann die exakte Konzentration in GBM nicht bestimmt werden.35 Bei 
physiologischer Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke geht man davon aus, dass die 
intratumorale TMZ-Konzentration lediglich den Werten entspricht, die auch im gesunden 
Hirngewebe messbar sind (5µM).35,105 Sobald die Blut-Hirn-Schranke jedoch durch 
GBM verursachte Schäden aufweist, kann TMZ die Barriere an diesen Stellen besser 
passieren.106 Es folgt eine Erhöhung der intratumoralen TMZ-Konzentration, wodurch 
ebenso wirksame Werte bis 50µM erreicht werden können.107  
Besonders CSCs weisen die Fähigkeit auf, das gesunde Gewebe zu infiltrieren und 
Ableger zu bilden, bei denen die Blut-Hirn-Schranke anfangs noch intakt ist. Dadurch 
gelangen vorerst nicht ausreichend hohe TMZ-Dosen an diese Tumorzellen, was zu 
einem erneuten Tumorwachstum führt.30,104  
Darüber hinaus spielen Faktoren eine Rolle, die die Mikroumgebung der Tumorzellen 
beeinflussen. Zell-Zell-Wechselwirkungen, ein erhöhtes Angebot an Zytokinen, ein 
niedriger pH oder Hypoxie scheinen für die Resistenzentwicklung gegen TMZ 
mitverantwortlich zu sein. 51,52  Durch die veränderte Mikroumgebung sind CSCs in der 
Lage, ihre Stammzelleigenschaften zu maximieren und somit die Chemoresistenz zu 
verstärken (siehe „Stammzell-Nische“).48,68,108 
1.3.2.3. Resistenzentwicklung durch den Verlust der Zellhierarchie 
Nach neuen Erkenntnissen kann der Verlust der Zellhierarchie in GBM zur TMZ-
Resistenz beitragen.67,109 Dies ist besonders von großem Interesse, da selbst nach 
Eradikation der CSC-Subpopulation eine gesteigerte Tumorprogression beobachtet 
werden konnte.110  Ursache dafür können funktionell verschiedene Arten von CSCs 
innerhalb eines Tumors sein, die unterschiedlich auf externe Einflüsse - wie TMZ-
Behandlung - reagieren (siehe Tumorstammzell-Hypothese).67 Zudem können DCs 
durch die Behandlung mit TMZ Stammzelleigenschaften erwerben.65,66 TMZ kann die 
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Mikroumgebung der Tumorzellen derart verändern, dass diese einen hypoxischen 
Charakter annimmt.66 Folglich können die Zelltypen leichter ineinander konvertieren und 
entwickeln im Laufe der Zeit eine Radio- und Chemoresistenz sowie gesteigerte 
Tumorigenität.66,86 Wang et al. waren die Ersten, die zeigten, dass CD133--Tumorzellen 
CD133+-Eigenschaften erwerben können.64  
Durch die Konversion der Zelltypen untereinander kann eine zelluläre Hierarchie in 
Tumoren auch völlig fehlen, was zu einer gesteigerten intratumoralen Heterogenität und 
erschwerten Therapiebedingungen führt.111,107 
1.3.3. Umwandlung der differenzierten Tumorzellen unter Chemotherapie 
Durch eine Behandlung der GBM-Zellen mit therapeutischen Konzentrationen von TMZ 
(50µM) in vitro konnten Auffinger et al. zeigen, dass DCs einer phänotypischen und 
funktionellen Umwandung unterlagen.66,112 DCs können Stammzelleigenschaften 
annehmen und somit die Malignität, Tumorprogression und Therapieresistenz 
steigern.63,65 Studien zeigten, dass schon nach wenigen Tagen  TMZ-Behandlung eine 
Veränderung der DCs beobachtet werden konnte.66 Womöglich sei dafür die TMZ-
bedingte Umgestaltung der Mikroumgebung verantwortlich, die zu hypoxischen und 
azidotischen Umständen führt.113,114 Diese Veränderung stellt eine für CSCs spezifische 
Nische dar, in der die Konvertierung zwischen den Subpopulationen erleichtert ist.114 
Die phänotypische Umwandlung der Zellen kann anhand der Expression von 
Stammzell-Markern untersucht werden.115 Für GBM sind derzeit noch keine Stammzell-
Marker mit einer hohen Validität vorhanden. Die Marker CD133, CD15 oder Nestin 
werden jedoch zu Forschungszwecken regelmäßig eingesetzt.115,116 Die funktionelle 
Umwandlung von DCs durch die Chemotherapie wird anhand der in vitro Tumorigenität 
untersucht. Die vorher weniger tumorigenen DCs scheinen nach TMZ-Behandlung das 
Tumorwachstum und die Tumorbildung voranzutreiben. Außerdem zeigen diese Zellen 
eine stärkere Chemo- und Radioresistenz im Gegensatz zu den unbehandelten 
Zellen.66 Insgesamt scheint die phänotypische und funktionelle Umwandlung der Zellen 
unter der Regie von genetischen und epigenetischen Regulierungen sowie der 
Mikroumgebung abzulaufen.117–119  
 
 
 19 
 
1.4. Zielgerichtete Therapie für stammzellähnliche Tumorzellen  
Durch die Umwandlung der DCs zu Zellen mit Stammzelleigenschaften unter TMZ-
Therapie nimmt die schwierig behandelbare, therapieresistente Subpopulation deutlich 
zu.  
Lamb et al. suchten nach einer gemeinsamen Eigenschaft der CSCs verschiedener 
Tumorentitäten, um diese zielgerichtet zu therapieren.67,120 Dabei zeigte sich eine 
strenge Abhängigkeit von den Mitochondrien in Bezug auf Funktionalität und das 
Überleben der CSCs. CSCs waren mit einem entsprechend hohen Mitochondrien-
Gehalt assoziiert, was sich als mögliches Therapieziel anbieten könnte.121 Die Toxizität 
gegenüber Mitochondrien ist eine bekannte Nebenwirkung einiger Antibiotikaklassen, 
wie Erythromyzinen, Tetrazyklinen und Glycylcyclinen.40,122 Diesen Effekt machte man 
sich als therapeutische Wirkung zu Nutze, um die Anzahl der CSCs in vitro zu 
minimieren.120 
1.4.1. Funktion der Mitochondrien in Tumorzellen   
1.4.1.1. Mitochondrien 
Mitochondrien, auch als „Kraftwerke der Zelle“ bezeichnet, spielen eine wichtige Rolle 
für die Funktionalität der Tumorzellen. Sie sind von einer Außen- und einer 
Innenmembran umrandet. Mitochondrien besitzen neben einigen Vesikeln und 
Ribosomen maternal vererbte mitochondriale DNA (mtDNA).123 Viele lebenswichtige 
zelluläre Funktionen werden von Mitochondrien gesteuert. In ihnen findet die 
Modulation des Oxidations-Reduktionsstatus, die Erzeugung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) und die Kontrolle des zytosolischen Calcium–Spiegels (Ca2+) 
statt. Mitochondrien leisten außerdem einen Beitrag zur Gewinnung zytosolischer 
biosynthetischer Vorläufer wie Acetyl-CoA oder Pyrimidin und initiieren durch die 
Aktivierung der mitochondrial Permeability Transition Pore (mtPTP) die Apoptose.100 Als 
„Kraftwerke der Zelle“ sind sie für die Energiegewinnung verantwortlich. Abwandlungen 
der genannten Funktionen können Biosynthesewege, zelluläre Signalwege, 
Transkriptionsfaktoren und Chromatinstrukturen der Zelle verändern. Dadurch kann die 
Zelle von einem ruhigen differenzierten Zustand in einen proliferativen Zustand 
verschoben werden.100 
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1.4.1.2. Die Veränderung der Mitochondrien in Tumorzellen 
Die mtDNA hat eine hohe Mutationsrate. Durch de novo-Mutationen wird in den Zellen 
eine Mischung aus mutierten und normalen mtDNAs geschaffen (Heteroplasmie). 
Tumorzellen verschiedener Ursprungsentitäten weisen eine stark ausgeprägte 
Heteroplasmie auf. Durch bestimmte mtDNA-Mutationen werden in den Zellen 
Kaskaden ausgelöst, die unterschiedlichste Veränderungen der Zellfunktion hervorrufen 
und zu Tumorenstehung bzw. -erhalt führen können.122,124 
Auch Mutationen der nukleären DNA (nDNA) können den mitochondrialen 
Metabolismus beeinflussen und so die Tumorentstehung fördern.125–127 
Vor ca. 80 Jahren beobachtete Warburg als Erster einen Zusammenhang von 
veränderten Mitochondrien und Tumorzellen. Er zeigte, dass Tumoren überschüssiges 
Laktat produzieren, was als mitochondriale Dysfunktion interpretiert wurde. Dieses 
Phänomen wurde als aerobe Glykolyse oder auch „Warburg-Effekt" bekannt.128 Im 
Laufe der Zeit brachten zahlreiche Analysen neue Erkenntnisse über die Bedeutung 
und die Komplexität der mitochondrialen Veränderungen in Tumorzellen.129  
Durch den veränderten mitochondrialen Stoffwechsel in den Tumorzellen kann zudem 
die Produktion von  reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erhöht und der zelluläre Redox-
Status verändert werden. Es kommt durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 
zur Erhöhung der Proliferationsrate in Tumoren.85,130 Außerdem kann eine vermehrte 
Produktion von ROS zur Hemmung des intrinsischen Apoptoseweges führen.129 
Ferner können die Mitochondrien in Tumorzellen für die Aktivierung des PI3K-PTEN-
AKT-Signalwegs verantwortlich sein. Dadurch verschiebt sich der Stoffwechsel der 
Tumorzellen so, dass die Umverteilung von glycolytischen Nährstoffen den Wechsel 
von Katabolismus zu Anabolismus ermöglicht. Lamb et al. beschrieben, dass vor allem 
CSCs eine anabole Stoffwechsellage aufweisen, wodurch die Tumorentstehung und      
-proliferation angetrieben wird.120,121,131  
Die unterschiedlichen Einflüsse der Mitochondrien scheinen für die Lebensfähigkeit der 
Tumorzellen essentiell zu sein. Diese Kenntnisse geben uns neue Anhaltspunkte für  
Möglichkeiten in der Behandlung von GBM.  
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1.4.2. Wirkung von Doxyzyklin auf Glioblastoma multiforme 
1.4.2.1. Doxyzyklin 
Doxyzyklin (Dox) ist ein Breitspektrum-Antibiotikum aus der Gruppe der Tetrazykline.132 
Tetrazykline wirken bakteriostatisch, indem sie die Proteinbiosynthese in Bakterien 
hemmen. Die Moleküle binden reversibel an die Aminoacyl-tRNA der 30S-Untereinheit 
(30S-UE) von 70S-Ribosomen und verhindern somit die Elongation der 
Peptidketten.37,40 Da die 30S-UE der bakteriellen Ribosomen strukturell ähnlich zu der 
28S-UE der mitochondrialen Ribosomen ist, wirken Tetrazykline außerdem auf die 
mitochondriale Funktion.120  
 
 
 
 
 
 
 
1.4.2.2. Suppression der stammzellähnlichen Zellen durch Doxyzyklin 
Dox und andere Tetrazyklin-Derivate verändern die Funktionalität der Mitochondrien, 
indem sie sich an die 28S-Untereinheit der mitochondrialen Ribosomen binden.120 
Dadurch wird die Funktionalität der Mitochondrien verändert. Lamb et al. beschrieben 
diesen Effekt als therapierelevante Wirkung im Zusammenhang mit der Behandlung 
verschiedener Krebsarten, da besonders die CSCs eine strenge Abhängigkeit von der 
mitochondrialen Biosynthese aufweisen.120 Tatsächlich führte eine Behandlung mit 
Antibiotika wie Dox zu einer verringerten Tumorigenität in vitro.120,121 Man geht davon 
aus, dass Dox die Proliferation, die Invasion und die Differenzierung der CSCs hemmt. 
Weitere Studien zeigten allerdings, dass das Tetrazyklin-Derivat auch zur Hemmung 
der Apoptose beitragen kann.133 DCs reagierten kaum bzw. gar nicht auf die Antibiotika-
Therapie.  
Eigene Darstellung in Anlehnung an Forth W et al.   
Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie, 2002 
39
 
Abb. 7: Strukturelle Darstellung von Dox 
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Schlussfolgernd scheinen CSCs bezüglich ihrer Funktionalität abhängig von 
Mitochondrien zu sein, die durch Dox und einige andere Antibiotika unterdrückt werden 
können. Welche genaue Rolle die Mitochondrien in den CSCs spielen, ist momentan 
noch nicht geklärt. 120,121 
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2. Problemstellung und Zielsetzung 
Trotz zunehmender Therapieansätze für die Behandlung von GBM scheint die 
Möglichkeit der Heilung des malignen Tumors weit entfernt zu liegen. Frühere Arbeiten 
anderer Arbeitsgruppen beschäftigten sich besonders mit der Entwicklung neuer 
Medikamente, die zielgerichtet GBM-CSCs angreifen sollen, da einst von einem 
hierarchischen Tumormodell der einzelnen Subpopulationen in GBM ausgegangen 
wurde.49 Damals meinte man zu wissen, dass lediglich CSCs für die Tumorinitiierung 
und -progression, die Metastasierung, die Differenzierung der Zellen und somit für die 
Therapieresistenzen verantwortlich seien. Durch den Verlust der CSCs wurde eine 
Regression der Tumormasse postuliert.49 Neueste Studien beschreiben jedoch ein 
deutlich komplexeres System zwischen den einzelnen Subpopulationen eines Tumors. 
Man geht nun davon aus, dass die verschiedenen Tumorzellen durch bestimmte 
Umgebungsbedingungen ineinander konvertieren können, wodurch die Masse der 
therapieresistenten Zellen stetig steigt.61,63,64  
Ein wichtiger Punkt, der zum Misserfolg der Therapie beträgt, ist außerdem die 
steigende Resistenzentwicklung gegen das Standardtherapeutikum TMZ.93 In früheren 
Studien wurde beobachtet, dass die beschriebene Konversion der DCs in Zellen mit 
Stammzelleigenschaften durch TMZ-induzierten Stress verursacht werden kann, was 
ein ungenügendes Ansprechen des Zytostatikums zur Folge hat.66 Ziel aktueller 
Arbeiten ist es demnach, Medikamente zu entwickeln, die mehr auf die 
Stammzelleigenschaften aller Tumorzellen an sich abzielen, anstatt einzelne Zelltypen 
zu eliminieren. Außerdem wird eine Suppression der TMZ-Resistenz angestrebt. Lamb 
et al. zeigten in vorangegangenen Studien, dass durch Medikamente verschiedener 
Antibiotikaklassen eine verminderte in vitro Tumorigenität sowie Stammzell-Marker 
Expression von konvertierten Tumorzellen zu beobachten war, was zukünftig neue 
Therapieansätze liefern kann.120 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Differenzierung der einzelnen 
Zellsubpopulationen von 4 GBM-Primärzelllinien in vitro darzustellen und diese anhand 
funktioneller (in vitro Tumorigenität) und phänotypischer (Stammzell-Marker Expression) 
Eigenschaften zu vergleichen. Des Weiteren wurde der Einfluss von TMZ auf DCs 
untersucht. Dabei stand die beschriebene TMZ-induzierte Konversion der DCs in Zellen 
mit Stammzelleigenschaften im Vordergrund mehrerer Versuche. Verglichen wurde die 
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funktionelle und phänotypische Veränderung der behandelten und unbehandelten DCs. 
Zusätzlich wurde eine Suppression der gesteigerten in vitro Tumorigenität der mit TMZ 
behandelten DCs angestrebt und durch das Antibiotikum Dox untersucht. Letztlich 
wurde der zeitliche Rahmen, in dem die genannten Veränderungen der Zellen 
stattgefunden haben, analysiert. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 
3.1.1. Geräte 
Tab. 1: Geräte 
Gerät Hersteller 
Autoklav Systec, Münster, DE 
Brutschrank INCO2246 Memmert, Schwabach, DE 
Elektrische Pipettierhilfe Integra Pipetboy, Biebertal, DE 
ELISpot-Reader Labindia, Thane, Indien 
Einfriercontainer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen, DE 
Handstückzähler mechanisch neoLab, Heidelberg, DE 
Gefrierschrank -28°C  Liebherr, Bulle, Schweiz 
Gefrierschrank -80°C Sanyo, Moriguchi, Japan 
Kühlschrank 4°C Bosch, Stuttgart, DE 
Microplate-Reader Tecan, Männedorf, Schweiz 
Mikroskop (Foto) Zeiss, Oberkochen, DE 
Mikroskop Olympus, Hamburg, DE 
Mikrowellenherd Samsung, Seoul, Südkorea 
Multikanalpipette Gilson, Middleton, WI, USA 
Multistep Pipette Eppendorf, Hamburg DE 
Pipette (10, 20, 100 ,200 ,1000µl) Eppendorf, Hamburg DE 
Sterilbank Safemate 1.8 vision EuroClone, Pero, Italien 
Waage Kern&Sohn GbmH, Balingen-Frommern, 
DE 
Wasserbad Witeg, Wertheim, DE 
Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem Integra, Biebertal, DE 
Zählkammer Neubauer, Marienfeld, DE 
Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, DE 
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien 
Tab. 2: Verbrauchsmaterialien 
Produkt Hersteller 
6-well Platte  Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
96-well Platte  Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Deckglas Menzel, Braunschweig, DE 
Falconröhrchen 15ml  Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Falconröhrchen 50ml  Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Kryoröhrchen (2ml) Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Nitrilhandschuhe pud.fr. latexfrei   Kimberly-Clark, Dallas, USA 
Objektträger Marienfeld, Lauda Königshofen, DE 
Petrischalen (100mm) Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Pipettenspitzen 10;20;200;1000µl 
steril (mit/ohne Filter) 
Sarstedt, Nümbrecht, DE 
Pipettenspitzen Glas  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Reaktionsgefäß 1,5ml (braun/klar) Eppendorf, Hamburg, DE 
Reaktionsgefäß 0,5ml  Eppendorf, Hamburg, DE 
Serologische Pipetten (2; 5; 10ml) Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Zellkulturflasche mit Filter 75cm²  Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Zellsieb (70µm)  Greiner, Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
 
3.1.3. Chemikalien und Zusätze  
Tab. 3: Chemikalien und Zusätze 
Produkt Hersteller 
Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
B27  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
bFGF  Immunotools, Friedoythe, DE 
BSA Roth, Karsruhe, DE 
Calcein AM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
DMEM/Ham’s F12 - Flüssigmedium  Biochrom, Berlin, DE 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  AppliChem, Darmstadt, DE 
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Ethanol AppliChem, Darmstadt, DE 
Fetales Kälberserum (FKS)  PanBiotech, Aidenbach, DE 
Fluorescent Mounting Medium Dako, Hamburg, DE 
Isopropanol AppliChem, Darmstadt, DE 
L-Glutamin  Biochrom, Berlin, DE 
Methanol AppliChem, Darmstadt, DE 
PBS pH 7,4  Biochrom, Berlin, DE 
rhEGF  Immunotools, Friedoythe, DE 
Trypan-Blau  AppliChem, Darmstadt, DE 
Trypsin/ EDTA  Biochrom, Berlin, DE 
 
3.1.4. Medien und Lösungen 
Tab. 4: Medien und Lösungen 
Produkt Zusammensetzung 
Standardmedium DMEM/Ham’s F12 
2mM L-Glutamin 
10% FKS 
Stammzell-Medium DMEM/Ham’s F12 
2mM L-Glutamin 
1x B-27 
10ng/ml bFGF 
20ng/ml rhEGF 
Einfriermedium 10% DMSO in FKS 
Agar  3% in sterilem H2O 
Blockierlösung (Immunfluoreszenz) 2% BSA in PBS 
bFGF - Stock 10µg/ml in sterilem H2O 
Calcein AM 4mM in DMSO 
rhEGF - Stock 20µg/ml in sterilem H2O 
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3.1.5. Agar für Soft-Agar Assay 
Tab. 5: Agar für Soft-Agar Assay 
Agar Zusammensetzung 
Base-Agar 0,4% Agar in Medium 
Top-Agar 0,35% Agar in Einzelzellsuspension 
 
3.1.6. Antikörper 
Tab. 6:  Antikörper 
Marker Isotyp Label  Spezies Hersteller Antikörper-Lösung 
(AK:Blockierlösung) 
Nestin IgG1 Alexa 
488 
Maus Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, 
USA 
1:100 
CD133 IgG1 FITC Maus Miltenyi Biotec, 
Gladbach, DE 
1:100 
CD15 IgM PE Maus Immunotools, 
Friedoythe, DE 
1:100 
Sox2 IgG1 Cy5 Maus Biorbyt, Cambridge, 
UK 
1:100 
Bmi1 IgG1 Cy3 Maus GeneTex, San 
Antonio, Texas, USA 
1:100 
 
3.1.7. Medikamente 
Tab. 7: Medikamente 
Medikament Stock Verdünnungslösung Hersteller 
Temozolomid 175mM DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Doxyzyklin  9,7656mM Ethanol AppliChem, Darmstadt, DE 
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3.1.8. Zelllinien 
Die in diesem Projekt verwendeten GBM-Zelllinien wurden zuvor aus 
Primärtumormaterial von PatientInnen etabliert und molekularpathologisch 
charakterisiert (Tab. 8). Zur Anonymisierung wurde jeder Zelllinie eine 
Identifikationsnummer (z.B. HROG06) zugewiesen. Hierbei stehen HRO für die Stadt 
Rostock, G für Glioblastoma multiforme und die letzten beiden Ziffern für die 
aufgelistete Nummer in der Datenbank. Ausgehend von diesen Primärzelllinien wurden 
durch Anpassung der Kulturbedingungen (serumfrei, B27, EGF, FGF) CSCs in vitro 
angereichert. In diesen Fällen wurde hinter das Kürzel der Zelllinie ein „SC“ für 
Stammzelle angefügt (z.B. HROG06SC). 
Tab. 8: Klinische und zelluläre Charakteristika der 4 GBM-Primärzelllinien 
 
 
 
 
Bei einer Gleichverteilung der Geschlechter lag das mittlere Erkrankungsalter von den 
PatientInnen der ausgewählten Fälle bei 64 Jahren. Die Lokalisation des Tumors 
präsentierte sich stets an unterschiedlichen Orten der beiden Hemisphären. In allen 
Fällen konnte ein unmethylierter MGMT-Promotor nachgewiesen werden. 
 
 
 
ID-Nummer Herkunft Diagnose Lokalisation Alter/ 
Geschlecht 
MGMT-
Promotor 
HROG06(SC) Human GBM (°IV) L; frontal 53/m unmethyliert 
HROG10(SC) Human GBM (°IV) L; temporal 74/m unmethyliert 
HROG36(SC) Human GBM (°IV) R; parietal 80/f unmethyliert 
HROG38(SC) Human GBM (°IV) R; parietooccipital 49/f unmethyliert 
Pro Zelllinie (ID-Nummer) wurden die Herkunft des Primärtumormaterials sowie die Diagnose 
nach WHO-Klassifikation beschrieben. Außerdem wurde das Alter in Jahren sowie das 
Geschlecht (m = masculinium, f = femininum) der PatientInnen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, 
die Lokalisation des Primärtumors im Cerebrum (L = linke Hemisphäre, R = rechte Hemisphäre) 
und der MGMT-Promotorstatus des Primärtumors angegeben. 
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3.1.9. Software  
Tab. 9: Software 
Programm Hersteller Anwendung 
Citavi 5 Swiss Academic Software, 
Wädenswil, Schweiz 
Zitieren 
ELISpot Reader Count Labindia, Thane, Indien Soft-Agar Assay 
Microplate Reader Count Tecan, Männedorf, Schweiz Chemosensibilisierung   
Microsoft Excel Microsoft Corporation, 
Redmond, Washington, USA 
tabellarische und 
grafische Auswertung  
Microsoft PowerPoint Microsoft Corporation, 
Redmond, Washington, USA 
Erstellen und Bearbeiten 
von Grafiken  
Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation, 
Redmond, Washington, USA 
Dissertation  
SigmaStat Systat Software GmbH, Erkrath, 
DE 
Statistische Auswertung 
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3.2. Methoden 
3.2.1. Zellkultur 
Die für diese Studie verwendeten Primärzelllinien wurden zuvor aus GBM-Gewebe von 
PatientInnen, nach deren schriftlichem Einverständnis auf der Grundlage eines Votums 
(Referenznummer: A 2009-34) der Ethikkommission der medizinischen Fakultät der 
Universität Rostock, in der Arbeitsgruppe etabliert.134 Die Zellen wurden in 
DMEM/Ham’s F12 (2mM L-Glutamin, 10% FKS) aufgenommen, in Zellkulturflaschen 
ausgesät und bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und 95% relativer Luftfeuchtigkeit im 
Brutschrank inkubiert. Bei einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die Zellen passagiert, 
um eine Kontaktinhibition zu verhindern. Dazu wurden die Zellen zur enzymatischen 
Ablösung nach dem Spülen mit PBS kurzzeitig im Brutschrank mit 0,25% Trypsin 
inkubiert. Anschließend wurde zur Inaktivierung des Trypsins Medium zugegeben und 
die gelösten Zellen in Polypropylen-Röhrchen überführt und zentrifugiert (5min, 300xg). 
Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert, 
gezählt und in gewünschter Menge wieder ausgesät. 
Um ausgehend von diesen Zelllinien CSCs in vitro anzureichern, wurden die Zellen 
gewaschen und in Stammzell-Medium (DMEM/Ham’s F12, 2mM L-Glutamin, B27, 
rhEGF, bFGF) kultiviert. Dabei ist es von besonderer Bedeutung, serumfreies 
Kulturmedium zu verwenden, um viele variable Bestandteile des Serums, welche die 
Differenzierung der Zellen vorantreiben, auszublenden. Die Supplementation von B27, 
definiert als ein Nahrungsergänzungsmittel mit essentiellen Fettsäuren, Hormonen, 
Vitaminen und Antioxidantien, sorgt zusammen mit dem serumfreiem Medium für eine 
Reduktion der Variabilität in neuronalen Kulturen. Dieses zusammengesetzte Medium 
ist besonders zur Kultivierung neuronaler Zellen des ZNS geeignet und stellt eine 
klassische Methode dar.135,136 
Manche Stammzelllinien wuchsen in Kultur als nicht-adhärente dreidimensionale 
Sphäroide. In diesen Fällen wurden die Sphäroide mithilfe eines Zellsiebs (70µm 
Porendurchmesser) vereinzelt. Dazu wurden die Zellen in Medium aufgenommen und 
mehrmals durch das Zellsieb gespült. Anschließend wurden die Zellen, wie zuvor 
beschrieben, zentrifugiert und ausgesät. Nachdem die Zellen für ca. 10 – 14d in dem 
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Stammzell-Medium kultiviert waren, wiesen diese Stammzelleigenschaften auf und 
werden im Folgenden als CSCs bezeichnet. 
3.2.2. Kryokonservierung von Zelllinien 
Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen kryokonserviert. Dazu wurden die Zellen, wie 
beschrieben, vom Boden der Zellkulturflasche gelöst und zentrifugiert. Nach Absaugen 
des Überstandes wurde das Zellpellet in 1,5ml Einfriermedium (10% DMSO in FKS) 
resuspendiert und in Kryoröhrchen überführt. Dieses wurde in einem Isopropanol- 
gefüllten Einfriercontainer umgelagert und bei -80°C eingefroren. 
3.2.3. Bestimmung von Chemosensitivität 
Um zu bestimmen, wie empfindlich die Zellen auf bestimmte Medikamente reagierten, 
wurden sogenannte Chemogramme erstellt. Dazu wurden in 96-Well-Platten 5000 
Zellen pro Well ausgesät. Nach 24h Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO2, 95% 
relative Luftfeuchtigkeit) wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen 
verschiedener Medikamente behandelt. Nach 2 Behandlungszyklen (jeweils 72h), 
erfolgte die Auswertung mittels Calcein AM Assay. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wie in Abb. 8 schematisch dargestellt, wurden pro 96-Well-Platte 4 Zelllinien 
gleichzeitig analysiert. Als Positivkontrolle dienten unbehandelte bzw. lediglich mit dem 
Abb. 8: Versuchsaufbau Chemosensibilitätsbestimmung 
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Lösungsmittel des zu testenden Medikaments behandelte Zellen. Zellen der 
Negativkontrolle wurden vor der Auswertung mit 70%-igen Ethanol abgetötet. Die Zellen 
der Reihen C bis H wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des zu 
untersuchenden Medikamentes behandelt. Dabei wurde auf die Zellen der Reihe C die 
höchste Medikamentenkonzentration pipettiert, die bis Spalte H nach Vorgabe der 
Verdünnungsreihe (Tab. 10 und 11) verringert wurde. 
 
Tab. 10: Verdünnungsreihe für TMZ 
 
 
Tab. 11: Verdünnungsreihe für Dox 
 
 
 
 TMZ-Konzentration Verdünnung Zusammensetzung 
1 8mM 1:21,9 29,6µl Stock + 620,4µl Medium 
2 1,6mM 1:5 130µl von 1 + 520µl Medium 
3 320µM 1:5 130µl von 2 + 520µl Medium 
4 64µM 1:5 130µl von 3 + 520µl Medium 
5 12,8µM 1:5 130µl von 4 + 520µl Medium 
6 2,56µM 1:5 130µl von 5 + 520µl Medium 
 DOX-Konzentration Verdünnung Zusammensetzung 
1 500µM 1:19,5 76,8µl Stock + 1423,2µl Medium 
2 250µM 1:2 750µl von 1 + 750µl Medium 
3 125µM 1:2 750µl von 2 + 750µl Medium 
4 62,5µM 1:2 750µl von 3 + 750µl Medium 
5 31,25µM 1:2 750µl von 4 + 750µl Medium 
6 15,625µM 1:2 750µl von 5 + 750µl Medium 
Die Mengenangaben beziehen sich auf 3 Wells, die Konzentration der Stock-Lösung betrug 
175mM. 
 
Die Mengenangaben beziehen sich auf 3 Wells, die Konzentration der Stock-Lösung betrug 
9,77mM. 
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100 x Anzahl der überlebenden Zellen (Vergleichsgruppe) 
X =      Anzahl der überlebenden Zellen (Positivkontrolle) 
 
 
3.2.3.1. Calcein-AM Assay 
Der Farbstoff Calcein ist ein Derivat des Fluoreszins und wird zur selektiven Detektion 
vitaler Zellen verwendet. Calcein-AM selbst fluoresziert nicht.137,138 Als hydrophober 
Ester gelangt es jedoch ins Zytosol. Dort wird Calcein-AM in vitalen Zellen durch die 
zelluläre Esterase in das fluoreszierende Calcein umgewandelt. Calcein ist hydrophil 
und somit nicht membranpermeabel, sodass sich der Farbstoff im Zellinneren 
ansammelt. Vitale Zellen können bei einer Anregung von 485nm und mit einem 
Emissionsmaximum von 535nm detektiert werden.137–140  
Vor der Färbung wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und durch frisches, 
serumfreies Medium ersetzt (100µl pro Well). Für die Färbung wurden 2,5µl des Calcein 
Stocks (4mM in DMSO), mit 4997,5µl PBS gemischt und auf die Zellen gegeben (50µl 
pro Well). Nach 20min Inkubation in einem Brutschrank konnten die Platten am 
Microplate-Reader (485nm Excitation, 535nm Emission) ausgewertet werden. Dadurch 
erhielt man für alle Konzentrationen des getesteten Medikaments sowie für die Positiv- 
und Negativkontrolle die Fluoreszenzintensität, die mit der Menge der vitalen Zellen 
korreliert. Die Werte wurden anschließend auf die Positivkontrolle (= 100%) 
normalisiert.  
 
 
Zusätzlich wurden die Platten mit Hilfe des ELISpot-Readers fotografiert, um einen 
optischen Eindruck zu erhalten (siehe Auswertung Soft-Agar Assay).  
3.2.4. Soft-Agar Assay 
Mit Hilfe des Soft-Agar Assays kann das Potential zur Bildung maligner Klone 
(Tumorigenität) von kultivierten Zellen bestimmt werden. Hintergrund ist, dass viele 
Tumorzellen im Gegensatz zu nicht malignen Zellen in semi-festen Medien, wie z.B. 
Agar, Klone bilden können.   
Dazu wurden die kultivierten Zellen mit dem zu untersuchenden Medikament für 2 x 72h 
vorbehandelt und mit den unbehandelten DCs und CSCs verglichen. 
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Zunächst wurde eine 3%-ige Agar-Lösung angesetzt (gelöst in doppeltdestilliertem 
Wasser (ddH2O)), autoklaviert und in einem Mikrowellenherd bis zur Verflüssigung 
erhitzt. Die benötigten Mengen des Wachstumsmediums (Standard-/Stammzell-
Medium) wurden in ein 15ml Falcon-Röhrchen gefüllt und im Wasserbad auf 40°C 
temperiert. Zur Herstellung der Base-Agar-Phase erfolgte die Verdünnung der Agar-
Lösung mit Wachstumsmedium auf eine Konzentration von 0,4%. Anschließend wurden 
in jedes Well einer 96-Well-Platte 100µl Base-Agar gefüllt, um die Adhäsion der Zellen 
zu verhindern. Anschließend wurden die zu untersuchenden Zellen in einer 
Konzentration von 500 Zellen pro Well in 100µl Medium mit 0,35% Agar (Top-Agar-
Schicht) ausgesät. Die Zellen wurden anschließend 14d im Brutschrank inkubiert. Dabei 
wurde 2x wöchentlich 50µl frisches Medium pro Well zugeführt. 
Die Auswertung erfolgte durch Calcein-AM Färbung (siehe 3.2.3.1. Calcein-AM Assay). 
Nach der Färbung wurden die Platten mittels ELISpot-Reader fotografiert. Die 
gebildeten Kolonien wurden mit einem automatisierten ELISpot Lesesystem gezählt. 
Die Anzahl der Kolonien ist dabei Ausdruck der Tumorigenität in vitro.141,142 
3.2.5. Immunfluoreszenzmikroskopie  
Um die phänotypischen Unterschiede zwischen DCs und CSCs darzulegen, kamen 
verschiedene Stammzell-Marker zum Einsatz (Nestin, CD133, CD15, Sox2 und Bmi1). 
Durch die Immunfluoreszenzmikroskopie konnte die Bindung der Antikörper an die 
Zellstruktur in den Zellen dargestellt werden.  
Die Immunfluoreszenz weist den entstandenen Antigen-Antikörper-Komplex farblich 
nach. Bei der direkten Immunfluoreszenz bindet der Fluorochrom-markierte Antikörper 
Abb. 9: Versuchsaufbau Soft-Agar Assay 
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direkt an das Antigen. Der Antigen-Antikörper-Komplex kann durch Licht bestimmter 
Wellenlängen sichtbar gemacht werden.  
Vor der Färbung wurden die Zellen wie beschrieben geerntet und die Zellzahl auf 2000 
Zellen/µl in PBS eingestellt. 5µl der Einzelzellsuspension wurden mittig auf einen 
Objektträger pipettiert und luftgetrocknet. Die Objektträger wurden in Methanol für 
30min fixiert und nach kurzer Lufttrocknung mit einem Fettstift umrandet, um später die 
Lösungen auf die Zellen zentrieren zu können. Die Objektträger wurden 1h bei 
Raumtemperatur in Blockierlösung (PBS mit 2% BSA) inkubiert. Anschließend wurden 
diese in eine Inkubationskammer umgelagert und die Zellen mit jeweils 90µl Antikörper-
Lösung bedeckt. Nach 2h Inkubation bei Raumtemperatur unter feuchten und dunklen 
Bedingungen wurden die Objektträger mit der Blockierlösung gewaschen. Dadurch 
wurden die unverbrauchten Antikörper abgespült. Im Verlauf wurden die Objektträger 
erneut in die Inkubationskammer umgelagert und mit jeweils 90µl DAPI-Lösung (1:1000 
in Blockierlösung) zur Gegenfärbung der Zellkerne bedeckt. Nach 5min Inkubation 
wurden die Objektträger wiederholt in Blockierlösung gewaschen. Die Zellen wurden 
anschließend mit einem Tropfen Eindeckmedium (Fluorescent mounting Medium) und 
einem Deckglas versehen. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.  
1.2.6. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung aller durchgeführten Versuche erfolgte durch das 
Programm SigmaPlot 10.0. Zur Berechnung der Signifikanzen wurde der Mann Whitney 
Rank Sum-Test angewandt. In dieser Arbeit wurden p-Werte ≤ 0,05 als signifikant und 
p-Werte < 0,001 als hochsignifikant definiert. In den Abbildungen wurden die p-Werte 
folgendermaßen markiert: 
p < 0,001 ***; p = 0,001 - 0,05  *; p > 0,05 n.s. 
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2. Ergebnisse 
4.1. Morphologische Unterschiede der differenzierten Zellen und deren stamm-
zellähnlichen Zellen von 4 Primärzelllinien  
Zur Charakterisierung der verschieden Subpopulationen wurden neben DCs auch 
CSCs untersucht. Dabei wurden die Zellen für 10 - 14d in Stammzell-Medium kultiviert. 
Als Folge konnte eine morphologische Veränderung der Zellen beobachtet werden 
(Abb. 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nach einer Inkubationsdauer von 10 - 14d in Standard- bzw. Stammzell-Medium in vitro 
wurden die Zellen der einzelnen Zelllinien HROG06 (a), HROG10 (b), HROG36 (c) und 
HROG38 (d) durch ein Lichtmikroskop in 400-facher Vergrößerung fotografiert. 
Abb. 10: Morphologischer Unterschied der DCs und CSCs von 4 GBM-
Primärzelllinien 
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Verglichen wurden die morphologischen Unterschiede der kultivierten DCs (Abb. 10 
links) mit den dazugehörigen CSCs (Abb. 10 rechts). Die DCs aller 4 Primärlinien 
wuchsen adhärent, wohingegen CSCs unterschiedliche Wachstumsmuster 
präsentierten. Die gravierendste Differenz zeigte die Linie HROG06/SC, bei der die 
CSCs vorrangig dreidimensional wuchsen (Abb. 10a). Bei den Zellen der Linie HROG10 
und HROG10SC konnte ebenfalls eine morphologische Veränderung sichtbar gemacht 
werden. HROG10SC zeigte mehrere sich anlagernde Zellen, mit teilweise 
semiadhärenter Entfaltung, wohingegen die DCs der Linie HROG10 ausschließlich 
adhärent wuchsen (Abb. 10b).  Die Zellen von HROG10SC zeichneten sich außerdem 
durch die Ausprägung von zahlreichen Ausläufern aus. Die CSCs der Linie HROG36SC 
wuchsen größtenteils adhärent am Boden der Zellkulturflasche, konnten jedoch auch 
kleine Sphäroide bilden und wiesen somit ebenfalls ein teils semiadhärentes Wachstum 
auf. Morphologisch unterschieden sie sich zu den dazugehörigen adhärent-wachsenden 
DCs ebenfalls durch mehrere Ausläufer (Abb. 10c). Bei den Zellen der Linien HROG38 
und HROG38SC war kein morphologischer Unterschied zu sehen. Beide Zelltypen 
wuchsen ausschließlich adhärent (Abb. 10d). 
4.2. In vitro Tumorigenität der 4 Glioblastom-Primärzelllinien 
Zur Untersuchung der Hypothese, dass CSCs im Vergleich zu Zellen, die unter 
Standardkulturbedingungen kultiviert wurden, eine erhöhte in vitro Tumorigenität 
zeigen, wurden Soft-Agar Assays durchgeführt. Nach 14d Inkubation wurden die 
Kolonien automatisiert ausgezählt.  
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Verglichen wurde die Anzahl der Kolonien von DCs und CSCs der Zelllinien HROG06 (a), 
HROG10 (b), HROG36 (c) und HROG38 (d)  nach 14d Inkubation in einem Soft-Agar Assay 
aus insgesamt 4 unabhängigen Versuchen in Quinduplikaten.  
Balken: Median; Box: Bereich in dem die mittleren 50% der Daten vorkommen; Whisker: 
Bereich in dem die mittleren 95% der Daten vorkommen; Punkte: Ausreißer. ***p<0,001, 
*p<0,05, n.s. p>0,05, Mann Whitney Rank sum test. 
Abb. 11: Colony Formation Assay in Soft-Agar zur Bestimmung der in vitro 
Tumorigenität 
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Die CSCs der Linien HROG06, HROG10 und HROG36 wiesen eine signifikant höhere 
in vitro Tumorigenität im Vergleich zu den korrespondierenden DCs auf (HROG06: 
p=0,021. HROG10 & HROG36: p<0,001). Bei der Zelllinie HROG38 konnte keine 
signifikante Differenz der einzelnen Subpopulationen dargestellt werden (p=0,282). 
Insgesamt kann in 3 von 4 Fällen von einer erfolgreichen Anreicherung der CSCs in 
vitro ausgegangen werden (Abb. 11).    
4.3. Umwandlung der differenzierten Tumorzellen in einen Tumorstammzell-
ähnlichen Phänotyp durch die Behandlung mit Temozolomid 
Einige Studien haben belegt, dass sich GBM-DCs durch die Behandlung mit klinisch 
relevanten Dosen TMZ in CSCs umwandeln können. Folglich konnte eine höhere in 
vitro Tumorigenität der behandelten DCs sowie eine erhöhte Expression verschiedener 
Stammzell-Marker festgestellt werden.66 In dieser Arbeit wurden diese Erkenntnisse an 
GBM-Primärtumorzelllinien untersucht. 
4.3.1. Sensitivität gegenüber Temozolomid in vitro 
Zunächst wurde die Sensitivität der 4 ausgewählten Zelllinien gegenüber TMZ 
analysiert. Dazu wurden die Zelllinien HROG06, HROG10, HROG36, HROG38 und die 
dazugehörigen Stammzelllinien mit verschiedenen Konzentrationen von TMZ 
behandelt. 
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Tab. 12: IC50-Werte der DCs und CSCs von 4 GBM-Zelllinien nach Chemosensi-
bilisierung mit TMZ 
Zelllinie IC50 DCs in mM IC50 CSCs in mM 
HROG06 1,28 1,6 
HROG10 1,35 1,8 
HROG36 1,0 1,0 
HROG38 1,0 1,5 
 
Nach 2x72h Inkubation der Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen TMZ (horizontale 
Achse) wurde die Vitalität der DCs und CSCs (vertikale Achse) der Zelllinien HROG06 (a), 
HROG10 (b), HROG36 (c) und HROG38 (d) analysiert. Zusammenfassung aus 3 
unabhängigen Versuchen in Triplikaten. 
Die Totkontrolle (TK) wurde durch das Abtöten der Zellen mit Ethanol erreicht. Die 
Lebendkontrolle (LK) wurde ausschließlich mit Medium behandelt. 
Abb. 12: Chemosensibilität gegenüber TMZ 
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Bei der Testung der Chemosensibilität gegenüber TMZ der 4 verwendeten 
Primärzelllinien konnte zwischen den einzelnen Subpopulationen kein signifikanter 
Unterschied festgestellt werden (Abb. 12a - d). Zudem lagen die ermittelten IC50-Werte 
bei allen DC- und deren entsprechenden Stammzell-Linien deutlich über der klinisch 
erreichbaren Plasmakonzentration von 50µM TMZ (Tab. 12). 
4.3.2. In vitro Tumorigenität der differenzierten Tumorzellen nach Behandlung mit 
Temozolomid 
Für die nachfolgenden Experimente wurde mit der TMZ-Konzentration von 50µM, die 
der klinisch relevanten Plasmakonzentration entspricht, gearbeitet. Um den Einfluss der 
TMZ-Behandlung auf die Tumorigenität der Zellen zu untersuchen, wurden die DCs mit 
50µM TMZ behandelt und mit unbehandelten Zellen verglichen. Die Bestimmung der in 
vitro Tumorigenität erfolgte mittels Soft-Agar Assay.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HROG36 
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Verglichen wurde die Anzahl der Kolonien von unbehandelten DCs und mit 50µM TMZ 
behandelten DCs  der Zelllinien HROG06 (a), HROG10 (b), HROG36 (c) und HROG38 (d) nach 
14d Inkubation in einem Soft-Agar Assay von insgesamt 4 unabhängigen Versuchen in 
Quinduplikaten.  
Balken: Median; Box: Bereich in dem die mittleren 50% der Daten vorkommen; Whisker: Bereich 
in dem die mittleren 95% der Daten vorkommen; Punkte: Ausreißer. ***p<0,001, *p<0,05, n.s. 
p>0,05, Mann Whitney Rank sum test. 
 
 
Abb. 13: Colony Formation Assay in Soft-Agar zur Bestimmung der in 
vitro Tumorigenität nach TMZ-Behandlung 
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Bei allen 4 Zelllinien konnte eine im Mittel höhere Anzahl von Kolonien der TMZ-
behandelten DCs  im Vergleich zu den unbehandelten DCs beobachtet werden.            
3 Zelllinien zeigten eine signifikant höhere in vitro Tumorigenität der DCs unter TMZ-
Behandlung (HROG06: p<0,001, HROG10: p=0,001, HROG36: p=0,031). HROG38 
zeigte zwischen den TMZ-behandelten und unbehandelten DCs keine signifikant 
unterschiedliche in vitro Tumorigenität (p=0,935). Alles in allem waren in 3 von 4 Fällen 
die mit TMZ behandelten DCs tumorigener als die unbehandelten DCs der gleichen 
Zelllinie (Abb. 13).  
4.3.3. Die phänotypische Veränderung der differenzierten Tumorzellen unter 
Temozolomid-Behandlung 
Neben der durch den Anstieg der Tumorigenität in vitro gezeigten funktionellen 
Umwandlung der DCs durch die TMZ-Behandlung wurde nun die Expression der 
verschiedenen Stammzell-Marker Nestin, CD133, CD15, Sox2 und Bmi1 mittels 
Immunfluoreszenz untersucht. Verglichen wurde dabei die Expression der Marker bei 
unbehandelten DCs und CSCs sowie bei mit 50µM TMZ behandelten DCs. Um einen 
Eindruck zu erhalten, ob und wie schnell die phänotypische Umwandlung einsetzt, 
wurden die DCs 1 - 5d konstant mit der gleichen Konzentration TMZ behandelt und 
täglich analysiert.  
HROG06 
Im Fall von HROG06 zeigte sich eine Expression von Nestin sowohl in den 
unbehandelten DCs, als auch in den unbehandelten CSCs. Im Verlauf der Behandlung 
mit 50µM TMZ konnte eine Steigerung der Expression beobachtet werden (1 - 5d). 
CD133 war in unbehandelten CSCs gering exprimiert und in unbehandelten DCs nicht 
nachweisbar. Jedoch stieg die CD133-Expression im Verlauf der TMZ-Behandlung an. 
CD15 präsentierte ein ähnliches Bild wie CD133; keine bis nur eine geringe Expression 
bei den unbehandelten Zellen und eine steigende Expression unter TMZ-Behandlung. 
Sox2 zeigte allenfalls eine geringe Expression bei unbehandelten CSCs. Die 
unbehandelten und die behandelten DCs zeigten keine Expression. Bmi1 ist für alle 
untersuchten Zellen negativ (Abb. 14). 
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Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (400x) von unbehandelten und mit 50µM 
TMZ behandelten Zellen nach 1, 3 und 5d Inkubation in Standard- bzw. Stammzell-
Medium. Kernfärbung mit DAPI (blau). Färbung mit Stammzell-Markern Nestin (grün), 
CD133 (grün), CD15 (grün), Sox2 (rot) und Bmi1 (gelb). 
Abb. 14: Immunfluoreszenzbilder unbehandelter DCs und CSCs sowie mit 
50µM TMZ behandelte DCs der Zelllinie HROG06 
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HROG10 
Bei HROG10 zeigte sich lediglich eine schwache Expression von Nestin, CD133 und 
CD15 in den unbehandelten DCs und CSCs. Jedoch konnte eine Steigerung der 
Expression dieser 3 Marker unter TMZ-Behandlung beobachtet werden. Für die 
weiteren 2 Stammzell-Marker (Sox2 und Bmi1) ist sowohl in den unbehandelten Zellen, 
als auch in den behandelten DCs keine Expression nachzuweisen (Abb. 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (400x) von unbehandelten und mit 50µM 
TMZ behandelten Zellen nach 1, 3 und 5d Inkubation in Standard- bzw. Stammzell-
Medium. Kernfärbung mit DAPI (blau). Färbung mit Stammzell-Markern Nestin (grün), 
CD133 (grün), CD15 (grün), Sox2 (rot) und Bmi1 (gelb). 
 
Abb. 15: Immunfluoreszenzbilder unbehandelter DCs und CSCs sowie mit 
50µM TMZ behandelte DCs der Zelllinie HROG10 
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HROG36 
Bei HROG36 zeigte sich eine starke Nestin-Expression der unbehandelten CSCs, nicht 
jedoch der unbehandelten DCs. Im Laufe der TMZ-Behandlung konnte bei dieser 
Zelllinie ebenfalls eine Steigerung der Nestin-Expression detektiert werden. Auch die 
Expression von CD133 und CD15, die für die unbehandelten DCs und CSCs nicht 
dargestellt werden konnte, nahm unter TMZ-Behandlung zu. Wie bei HROG10 konnte 
auch bei HROG36 keine Expression von Sox2 und Bmi1, unabhängig von der 
Subpopulation oder der TMZ-Behandlung, beobachtet werden (Abb. 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (400x) von unbehandelten und mit 50µM 
TMZ behandelten Zellen nach 1, 3 und 5d Inkubation in Standard- bzw. Stammzell-
Medium. Kernfärbung mit DAPI (blau). Färbung mitStammzell-Markern Nestin (grün), 
CD133 (grün), CD15 (grün), Sox2 (rot) und Bmi1 (gelb). 
 
Abb. 16:  Immunfluoreszenzbilder unbehandelter DCs und CSCs sowie mit 
50µM TMZ behandelte DCs der Zelllinie HROG36 
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HROG38 
HROG38 zeigte keine Nestin-Expression in den unbehandelten DCs und nur eine 
schwache Expression bei den CSCs. Unter TMZ-Behandlung konnte jedoch ein Anstieg 
der Nestin-Expression bei DCs beobachtet werden. CD133 war ebenfalls nur sehr 
schwach in den unbehandelten Zellen exprimiert. Dies änderte sich nicht wesentlich 
unter der TMZ-Therapie. Bei den unbehandelten DCs und CSCs zeigte sich eine leichte 
CD15-Expression, die durch die TMZ-Behandlung jedoch anstieg. Sox2 war in den 
unbehandelten und behandelten Zellen nicht exprimiert. Die Bmi1-Expression wurde 
allenfalls nur sehr schwach in den behandelten Zellen nachgewiesen (Abb. 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (400x) von unbehandelten und mit 50µM 
TMZ behandelten Zellen nach 1, 3 und 5d Inkubation in Standard- bzw. Stammzell-
Medium. Kernfärbung mit DAPI (blau). Färbung mit Stammzell-Markern Nestin (grün), 
CD133 (grün), CD15 (grün), Sox2 (rot) und Bmi1 (gelb). 
 
Abb. 17:  Immunfluoreszenzbilder unbehandelter DCs und CSCs sowie mit 
50µM TMZ behandelte DCs der Zelllinie HROG38 
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Durch die Behandlung der DCs mit 50µM TMZ konnte also eine Veränderung in der 
Expression von Stammzell-Markern gezeigt werden. Zusammen mit den Ergebnissen 
der funktionellen Analyse (in vitro Tumorigenität) zeigen diese Resultate eine 
Umwandlung der DCs in Zellen mit stammzellähnlichen Charakterzügen unter TMZ-
Behandlung. 
4.4. Suppression der Temozolomid-induzierten Tumorigenität durch Doxyzyklin in 
vitro 
In einer Studie von Lamb et al. konnte gezeigt werden, dass die in vitro Tumorigenität 
der GBM-CSCs durch verschiedene Antibiotika minimiert werden konnte. Dazu wurde 
u.a. das Antibiotikum Dox verwendet.120 Dieser Effekt wurde nun anhand der 4 GBM-
Primärzelllinien untersucht. 
4.4.1. Sensitivität gegenüber Doxyzyklin in vitro 
Um die Sensitivität der Zellen gegenüber Dox zu untersuchen, wurden die DCs und 
CSCs der Zelllinien HROG06, HROG10, HROG36, HROG38 mit verschiedenen Dox-
Konzentrationen behandelt (Abb. 18a - d). 
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Nach 2x72h-iger Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen des Antibiotikums Dox 
(horizontale Achse) wurde die Vitalität der DCs und CSCs (vertikale Achse) der Zelllinie 
HROG06 (a), HROG10 (b), HROG36 (c) und HROG38 (d) verglichen. Zusammenfassung aus 
3 unabhängigen Versuchen in Triplikaten. 
Die Totkontrolle (TK) wurde durch das Abtöten der Zellen mit 70%-igen Ethanol erreicht. Die 
Zellen der Lebendkontrolle (LK+Ethanol) wurden mit Medium und Ethanol behandelt (Menge 
stimmt mit Ethanolgehalt des Dox-Stocks überein). Diese nahm den prozentualen Wert 100 
an. 
Abb. 18: Chemosensibilisierung gegenüber Dox 
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Tab. 13: IC50-Werte der DCs und CSCs von 4 GBM-Zelllinien nach Chemo-
sensibilisierung mit Dox 
 
In allen 4 Fällen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Zelltypen 
bezüglich der Sensitivität gegenüber Dox festgestellt werden (Abb. 18). Es zeigte sich 
jedoch in 3 von 4 Fällen (HROG06, HROG36 und HROG38) ein deutlich niedrigerer 
IC50 bei den CSCs im Vergleich zu den dazugehörigen DCs. Die ermittelten IC50-
Werte aller GBM-Primärzelllinien lagen außerdem auch für Dox über der klinisch 
relevanten Plasmakonzentration von 23,5µM (Tab. 13). 
4.4.2. In vitro Tumorigenität der differenzierten Tumorzellen nach Behandlung mit 
Temozolomid, Doxyzyklin und einer Kombination beider Medikamente  
In den nachfolgenden Experimenten wurde analysiert, ob die simultane Behandlung der 
GBM-Zelllinien mit Dox zur Verminderung der TMZ-induzierten in vitro Tumorigenität 
beitragen kann. Dazu wurden DCs mit 50µM TMZ und 50µM Dox simultan behandelt. 
Als Vergleichsgruppe dienten dabei DCs, die nur mit 50µM TMZ bzw. nur mit 50µM Dox 
behandelt wurden sowie unbehandelte DCs der 4 verwendeten Primärzelllinien.  
 
 
Zelllinie IC50 DCs in µM IC50 CSCs in µM 
HROG06 155 110 
HROG10 110 315 
HROG36 155 110 
HROG38 155 90 
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Verglichen wurde die Anzahl der Kolonien von unbehandelten DCs und mit 50µM TMZ , 50µM 
Dox und einer Kombination beider Medikamente behandelten DCs der Zelllinien HROG06 (a), 
HROG10 (b), HROG36 (c) und HROG38 (d) nach 14d Inkubation in einem Soft-Agar Assay 
von insgesamt 4 unabhängigen Versuchen in Quinduplikaten.  
Balken: Median; Box: Bereich in dem die mittleren 50% der Daten vorkommen; Whisker: 
Bereich in dem die mittleren 95% der Daten vorkommen; Punkte: Ausreißer. ***p<0,001, 
*p<0,05, n.s. p>0,05, Mann Whitney Rank sum test. 
Abb. 19: Colony Formation Assay in Soft-Agar zur Bestimmung der in vitro 
Tumorigenität  der DCs nach TMZ-Behandlung, Dox-Behandlung und einer 
Kombination beider Medikamente 
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Für die Zelllinie HROG06 konnte ein signifikanter Unterschied der in vitro Tumorigenität 
zwischen den unbehandelten und mit 50µM TMZ behandelten Zellen festgestellt 
werden (p<0,001). Die mit TMZ-behandelten Zellen waren deutlich tumorigener als die 
unbehandelten DCs. Außerdem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den mit 
50µM TMZ und den mit 50µM Dox behandelten DCs (p=0,011) sowie zwischen den mit 
50µM TMZ behandelten DCs und den Zellen, die mit beiden Medikamenten behandelt 
wurden (p=0,004), für die Zelllinie HROG06 beobachtet werden. Dabei nahmen die 
(zusätzlich) mit 50µM Dox behandelten Zellen eine deutlich geringere in vitro 
Tumorigenität an (Abb. 19a). 
Die mit 50µM TMZ behandelten DCs der Zelllinie HROG10 zeigten ebenfalls eine 
signifikant gesteigerte in vitro Tumorigenität im Vergleich zu den unbehandelten DCs 
(p=0,001). Durch die Co-Behandlung mit Dox konnte hier zwar eine Minderung der in 
vitro Tumorigenität im Vergleich zu den Zellen, die allein mit 50µM TMZ behandelt 
wurden, erzielt werden, jedoch ohne Signifikanz (p=0.066). Der Unterschied zwischen 
den mit 50µM TMZ und den mit 50µM Dox behandelten Zellen war bei HROG10 
signifikant (p=0,003) (Abb. 19b).  
Die in vitro Tumorigenität der Zellen der Linie HROG36 war bezüglich der 
verschiedenen Behandlungsmuster stets signifikant unterschiedlich. So konnte auch 
hier eine gesteigerte in vitro Tumorigenität der mit 50µM TMZ behandelten Zellen im 
Vergleich zu den unbehandelten DCs festgestellt werden (p=0,031). Die Zellen, die mit 
50µM Dox sowie mit 50µM TMZ und 50µM Dox behandelt wurden, zeigten im Vergleich 
zu den Zellen mit der alleinigen Behandlung von 50µM TMZ eine hochsignifikant 
geringere in vitro Tumorigenität (p<0,001). Außerdem konnte für HROG36 ein 
signifikanter Unterschied zwischen den in vitro Tumorigenitäten der unbehandelten DCs 
zu den mit 50µM Dox und mit 50µM TMZ und 50µM Dox behandelten Zellen beobachtet 
werden (p<0,001) (Abb. 19c).  
Die in vitro Tumorigenitäten der Zellen von HROG38 zeigten lediglich einen 
signifikanten Unterschied zwischen den mit 50µM TMZ behandelten Zellen zu den mit 
50µM Dox behandelten DCs (p=0,031). Die  weiteren Behandlungsvarianten waren 
untereinander und im Vergleich zu den unbehandelten Zellen in Bezug auf die in vitro 
Tumorigenität nicht signifikant unterschiedlich (unbehandelte DCs zu 50µM TMZ: 
p=0,935; 50µM TMZ zu 50µM Dox: p=0,076; 50µM TMZ zu 50µM TMZ + 50µM Dox: 
p=0,386) (Abb.19d). 
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4.4.3. Zeitverläufe unterschiedlicher Behandlungsvarianten in vitro 
Um sich genauer mit der Steigerung der in vitro Tumorigenität durch TMZ-Therapie und 
der Eindämmung derer durch Dox zu beschäftigen, wurde in den weiteren 
Experimenten die Eintrittsgeschwindigkeit der Effekte untersucht. Dazu wurden die DCs 
1 - 5d konstant mit der gleichen Konzentration der Medikamente behandelt. Verglichen 
wurde ebenfalls die in vitro Tumorigenität von DCs, die allein mit 50µM TMZ, 50µM 
Dox, sowie mit einer Kombination beider Medikamente behandelt wurden. Alle Zellen 
inkubierten 14d in Soft-Agar Assay und wurden anschließend analysiert.  
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Die in vitro Tumorigenität unterschiedlicher Behandlungsschemata (50µM TMZ, 50µM Dox und 
50µM TMZ + 50µM Dox) der Zelllinien HROG06 (a), HROG10 (b), HROG36 (c) und HROG38 
(d) wurde innerhalb der Behandlungsdauer von 5d (horizontale Achse) anhand der Anzahl an 
Kolonien (vertikale Achse) bestimmt. Dazu wurden 4 unabhängige Versuche in Quinduplikaten 
durchgeführt.  
Säulen = Mittelwert, Fehlerbalken = Standardfehler. ***p<0,001, *p<0.05, n.s. p>0,05, Mann 
Whitney Rank sum test. 
Abb. 20: Colony Formation Assay in Soft-Agar zur Bestimmung der in vitro 
Tumorigenität  der DCs nach TMZ-Behandlung, Dox-Behandlung und einer 
Kombination beider Medikamente im zeitlichen Verlauf von 5d 
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Nach eintägiger Behandlung der DCs von 4 Primärzelllinien mit 50µM TMZ, 50µM Dox 
und einer Kombination beider Medikamente ist kein signifikanter Unterschied der in vitro 
Tumorigenitäten zwischen den einzelnen Behandlungsvarianten festzustellen 
(HROG06: p=0,223, HROG10: p=0,468, HROG36: p=0,425, HROG38: p=0,371) (Abb. 
20). Bereits nach dem 2. Behandlungstag konnte jedoch für die Zelllinien HROG06, 
HROG10 und HROG36 ein signifikanter Unterschied zwischen den mit  50µM TMZ 
behandelten DCs und den mit 50µM TMZ und 50µM Dox behandelten DCs sowie den 
Zellen, die nur mit 50µM Dox behandelt wurden, beobachtet werden  (HROG06: 
p<0,001, HROG10: p=0,002, HROG36: p<0,001) (Abb. 20a - c).  
Im Verlauf der nächsten 3 Behandlungstage zeigte sich eine Steigerung der in vitro 
Tumorigenität der mit 50µM TMZ behandelten DCs in allen 4 Fällen (Abb.20). Die 
Suppression der in vitro Tumorigenität der TMZ-behandelten DCs durch 50µM Dox 
blieb im Verlauf des 2. - 5.d bei den Zelllinien HROG06, HROG10 und HROG36 
weitestgehend konstant und zeigte somit weiterhin signifikante Unterschiede zwischen 
den einzelnen Behandlungsschemata (Vergleich 50µM TMZ zu 50µM TMZ & 50µM 
Dox: HROG06: 3. - 5.d p<0,001; HROG10: 3.d p=0,002, 4./5.d p<0,001; HROG36: 3. - 
5.d p<0,001) (Abb. 20a-c). 
Die Zelllinie HROG38 stellte sich unspezifischer dar. Hier konnte kein signifikanter 
Unterschied der in vitro Tumorigenitäten zwischen den TMZ-behandelten DCs und den 
TMZ- und Dox-behandelten DCs sowie zwischen den TMZ-behandelten und Dox-
behandelten Zellen (2.d p=0,316; 3.d p=0,645; 4.d p=0,116; 5.d p= 0,087) festgestellt 
werden (Abb. 20d).  
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5. Diskussion 
In dieser Studie wurden die unterschiedlichen Zellsubpopulationen von 4 GBM-
Primärzelllinien untersucht und die in vitro Tumorigenität, Stammzell-Marker Expression 
und das Ansprechen auf TMZ und Dox der einzelnen Subpopulationen verglichen. 
Auf der Basis der zuvor in der Arbeitsgruppe etablierten, patientenindividuellen GBM-
Primärzelllinien wurden zunächst CSCs in vitro angereichert.134  Ausgehend von DCs 
wurden durch Kultivierung der Zellen in Stammzell-Medium  (DMEM/Ham’s F12, 2mM 
L-Glutamin, 1x B-27, 10ng/ml bFGF, 20ng/ml rhEGF) CSCs in vitro gewonnen. Diese 
Methode wurde bereits vor vielen Jahren zur Gewinnung von Tumorstammzellen 
angewandt und hat bis heute großen Bestand in der Forschung.143 Wie einleitend 
beschrieben, basiert die Theorie der einzelnen Subpopulationen eines Tumors auf der 
Zelldifferenzierung ausgehend von Tumorstammzellen zu einer großen Anzahl an 
ausdifferenzierten Tumorzellen (Stammzell-Hypothese nach Reya et al.).49 In dem hier 
verwendeten Versuchsaufbau wurden die CSCs jedoch aus den unter 
Standardbedingungen kultivierten Primärzelllinien mittels serumfreiem Medium 
angereichert. Einige Studien deuten darauf hin, dass die DCs eines Tumors unter 
bestimmten Umständen die Fähigkeit der Entdifferenzierung besitzen. Das bedeutet, 
dass diese Subpopulation Stammzelleigenschaften annehmen kann.144 Durch die 
Umkehrung der Zelldifferenzierung, wie sie einst von Wang et al. und Safa et al. 
beschrieben wurde (stochastisches Modell), scheint die Zellhierarchie eines Tumors 
vollkommen aufgelöst.64,65 Dieses Phänomen könnte, neben der Stammzell-Medium-
vermittelten Separierung der Subpopulationen zugunsten von CSCs, für deren 
vermehrte Anreicherung in vitro ursächlich sein.   
Durch die veränderten Kulturbedingungen in vitro konnten Unterschiede in der 
Morphologie der Zelllinien beobachtet werden (Abb. 10). Hierbei zeigten die 
verschieden kultivierten Primärzelllinien ein heterogenes Bild. Die DCs aller 4 Zelllinien 
wuchsen ausschließlich adhärent, wohingegen die CSCs ein semi-adhärentes 
(HROG36 und HROG38) bis sphärisches (HROG06 und HROG10) Wachstum 
aufwiesen (Abb. 10). Westhoff et al. beschrieben bereits, dass die Subpopulation der 
DCs Zell-Substrat-Wechselwirkungen bevorzugen.145 Diese Erkenntnisse passen zu 
den hier erhobenen Daten und könnten die Adhäsion der DCs an der Kulturflasche 
mitbegründen. Konträr dazu scheinen Tumorsphären durch Zell-Zell-Wechselwirkungen 
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definiert zu werden. In den ersten Publikationen zu GBM-CSCs wurde bereits von 
einem sphärischen Wachstumsmuster berichtet, welches als charakteristisch für die 
neuralen Stammzellen galt.146,147 Erst in späteren Publikationen unterschiedlicher 
Arbeitsgruppen haben sich Eigenschaften herauskristallisiert, die die CSCs genauer 
definieren. Dazu gehören die Fähigkeiten der Tumorinitiierung, Selbsterneuerung und 
Differenzierung der Zellen, die gesteigerte in vitro Tumorigenität sowie die Expression 
von Stammzell-Markern.49,54,59,148,149 
Gunther et al. zeigten, dass das sphärische Wachstum der Tumorzellen mit einer 
erhöhten in vitro Tumorigenität und deutlichen Expression von Stammzell-Marker 
assoziiert werden konnte. Im Gegensatz dazu exprimierten die adhärent wachsenden 
Zellen keine Stammzell-Marker und waren weniger tumorigen.148 Da eine genaue 
Differenzierung der einzelnen Subpopulationen anhand der Morphologie in dieser Arbeit 
nicht verdeutlicht werden konnte, wurde die in vitro Tumorigenität der unterschiedlichen 
Zelllinien durch Colony Formation Assays in Soft-Agar untersucht (Abb. 11). Bei 3 von 4 
untersuchten Zelllinien wiesen die Zellen, die in serumfreiem Medium kultiviert wurden, 
eine signifikant höhere in vitro Tumorigenität auf. Dies lässt auf eine erfolgreiche 
Anreicherung der CSCs in vitro schließen. Unklar bleibt jedoch, ob diese verschiedenen 
Eigenschaften auf epigenetische Veränderungen zurückzuführen sind, die während der 
(Ent-)Differenzierung auftraten oder die Folge verschiedener Kultivierungsmethoden 
sein könnten.  
Die Zellen der Zelllinie HROG38 zeigten zwischen den Subpopulationen weder 
morphologisch noch funktionell signifikante Unterschiede. Dies könnte an der 
intertumoralen Heterogenität von GBM liegen oder auch durch die in vitro erschwerten 
Differenzierungsbedingungen verursacht sein. Wahrscheinlicher ist, dass in diesem Fall 
die CSCs in vitro nicht angereichert werden konnten. 
Insgesamt konnte eine Trennung zweier unterschiedlicher GBM-Subpopulationen in 
vitro dargestellt werden. Sowohl das sphäroide Wachstum als auch die gesteigerte in 
vitro Tumorigenität scheinen für die CSCs charakteristisch, aber nicht essentiell zu sein. 
Ein sphäroides Wachstumsmuster in der DC-Subpopulation ist hingegen in vitro nicht 
zu erwarten.  
     
Um den Einfluss des Standardtherapeutikums Temozolomid und dessen 
Resistenzentwicklung zu untersuchen, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit die GBM-
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Tumorzellen mit TMZ behandelt. Zur Bestimmung der zu verwendenden TMZ-
Konzentration wurden im Vorfeld Chemosensitivitätsbestimmungen in Triplikaten 
durchgeführt, wobei alle getesteten Zelllinien mit IC50 Werten von mehr als 1mM als 
resistent gegenüber TMZ definiert wurden (Abb. 12). Zudem zeigte sich kein 
wesentlicher Unterschied in der Sensitivität von DCs und CSCs gegenüber TMZ.  
Erklärend dafür kann zum einen erneut die intra- und intertumorale Heterogenität von 
GBM und somit das unterschiedliche Ansprechen auf Zytostatika sein. Zum anderen 
agiert TMZ als sogenannte „Prodrug“. Diese kann sich in einem schmalen alkalischen 
pH-Fenster spontan in ihre aktive Form umwandeln.38 Gegebenenfalls kommt es in vitro 
zu einem Über- oder Unterschreiten der benötigten pH-Spanne, wodurch das 
Ansprechen der Zellen auf TMZ beeinflusst werden könnte.150 Im weiteren Verlauf der 
Arbeit konnte das Ansprechen von TMZ durch signifikante Unterschiede zwischen den 
einzelnen Subpopulationen gezeigt werden (z.B. Soft-Agar Assays). Demzufolge 
scheint lediglich die zytotoxische Wirkung von TMZ auf die Zellen in vitro nicht 
realitätsgetreu dargestellt werden zu können.   
Für das weitere Vorgehen wurde eine TMZ-Konzentration von 50 µM verwendet, die 
dem therapeutischen Plasmaspiegel entspricht und auch in in vitro Versuchen anderer 
Arbeitsgruppen zur Anwendung kam.66  
Die Behandlung der DCs mit 50µM TMZ zeigte auf funktionaler Ebene einen deutlichen 
Effekt auf die in vitro Tumorigenität in 3 von 4 getesteten Zelllinien (Abb. 13). Die 
unbehandelten DCs präsentieren sich, wie bereits im Vergleich mit den CSCs 
beobachtet wurde, mit einer geringen in vitro Tumorigenität. Diese Eigenschaft wurde 
bereits von mehreren Arbeitsgruppen anderer Institute als typisch für diese 
Zellpopulation beschrieben und stellt sich in dieser Arbeit ebenfalls dar.49,64 Die mit 
50µM TMZ behandelten DC-Zelllinien wiesen jedoch, analog zu den CSC-Zelllinien, in 3 
von 4 Fällen eine signifikant gesteigerte in vitro Tumorigenität auf. 
Die Theorie, dass die langsam proliferierenden CSCs im Grunde deutlich 
therapieresistenter sind, als die schnell proliferierende Subpopulation der DCs49, stellt 
sich unter anderem durch unsere Ergebnisse (Chemosensibilisierung und Soft-Agar 
Assays) als eine zu grobe Vereinfachung dar. Die oft als typische Stammzelleigenschaft 
beschriebene gesteigerte in vitro Tumorigenität kann nicht per se der Subpopulation der 
CSCs zugeordnet werden. Es scheint vielmehr so, als würde der Zustand, indem sich 
die Zellen befinden, die in vitro Tumorigenität beeinflussen. So widersprechen die hier 
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erworbenen Erkenntnisse der von Raye et al. aufgestellten Stammzell-Hypothese und 
unterstützen vielmehr das stochastische Tumormodell. Demzufolge können DCs, 
eventuell durch chemotherapeutisch verursachten Stress, Stammzelleigenschaften, wie 
in diesem Fall eine gesteigerte in vitro Tumorigenität, annehmen. Dadurch kann die 
Resistenzentwicklung und Progression eines Tumors vorangetrieben werden. Dass die 
Elimination von chemo-sensiblen Zellen mit Überleben der chemo-resistenten Zellen 
eines anfangs heterogenen Tumors für die hier gesteigerte in vitro Tumorigenität 
verantwortlich sein soll, ist eher unwahrscheinlich. Wie bereits anhand der Morphologie 
und in vitro Tumorigenität der 4 Zelllinien gezeigt wurde, war eine Trennung der 
Subpopulationen in vitro in 3 von 4 Fällen gelungen (Abb. 10 und 11). Das bedeutet, 
dass einzig die Zellen behandelt wurden, die zu diesem Zeitpunkt eine geringe in vitro 
Tumorigenität aufwiesen und somit als DC-Subpopulation galten, wodurch die 
Hypothese der Umwandlung von DCs in CSCs unterstützt wird. 
Die erworbene TMZ-Resistenz könnte jedoch auch eine Folge von 
medikamenteninduzierten genetischen und epigenetischen Veränderungen in GBM-
Zellen sein.151 Dadurch könnten Gene induziert und selektiert werden, die einen 
Überlebensvorteil bieten. Beispielsweise haben Alvino et al. herausfinden können, dass 
eine TMZ-vermittelte Resistenzentwicklung in Melanomzellen durch eine gesteigerte 
MGMT-Aktivität zu begründen war. Außerdem scheinen dort medikamenteninduzierte 
Veränderungen in apoptotischen Wegen (z.B.: MMR) eine Rolle zu spielen.151 
Ähnliches könnte auch für GBM zutreffend sein. 
TMZ wirkt durch Methylierung unterschiedlicher Basen zytotoxisch auf die Tumorzellen 
und verursacht dadurch den Zelltod. Die Resistenzentwicklung von GBM-Zellen 
gegenüber TMZ nimmt jedoch in der Realität stetig zu. Diese scheint unter anderem 
durch die DNA-Reparationskapazität der eukaryotischen Zellen verstärkt zu 
werden.95,152  
Einer der bis heute am meisten diskutierten Angriffspunkte von TMZ ist die Base O6-
Guanin, deren Reparatur durch den MGMT-Promotor-Status bestimmt wird. In dieser 
Studie weisen alle der 4 verwendeten Primärzelllinien einen unmethylierten MGMT-
Promotorstatus auf (Tab. 8). Bei nicht-methyliertem Promotor und somit aktivem MGMT 
kann das Reparatur-Enzym die von TMZ verursachten DNA-Schäden wieder beheben, 
wodurch eine verstärkte TMZ Resistenz der Zellen zu erklären wäre.97 
Vorangegangene Studien zeigten, dass das Reparatur-Enzym MGMT sowohl im 
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Nucleus (nucl-MGMT), als auch in Mitochondrien (mito-MGMT) zu finden ist. Vor allem 
die Überexpression der mito-MGMT scheint die Resistenzentwicklung 
voranzutreiben.152  
Eine phänotypische und funktionelle Umwandlung der DCs unter TMZ-Behandlung in 
CSCs kann durch den MGMT-Promotorstatus allein nicht sicher erklärt werden. Dieser 
kann jedoch nach einer solchen Umwandlung zur Aufrechterhaltung der TMZ-Resistenz 
beitragen.  
Quantitativ am häufigsten verursacht TMZ eine Methylierung der Basen N7-Guanin und 
N3-Adenin, welche durch BER schnellstmöglich repariert werden.153 Infolgedessen 
kommt es nicht wie erwünscht zu einem medikamenteninduzierten Zelltod, sondern zu 
einer verstärkten TMZ-Resistenzentwicklung. Falls es jedoch zu einer BER-Inhibition 
kommt, zeigt besonders N3-MeA (methyliertes N3-Adenin) eine zytotoxische Wirkung, 
wodurch folglich die erwünschte TMZ-Wirkung eintritt. Diese Effekte könnten zusätzlich 
zu der in dieser Arbeit untersuchten Umwandung von DCs in CSCs unter TMZ-Therapie 
relevant sein und zur Entwicklung der TMZ-Resistenz beitragen. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf einen intratumoralen Populationswechsel der 
Zellen hin. Dadurch kommt es zum Verlust der Zellhierarchie. Wie von Wang et al. 
sowie Safa et al. beschrieben wurde, können DCs unter bestimmten Umständen durch 
Entdifferenzierungsschritte Stammzelleigenschaften, wie die gesteigerte in vitro 
Tumorigenität annehmen.64,65 Der genaue Mechanismus ist jedoch nicht ausreichend 
geklärt. Es kann dennoch spekuliert werden, dass DCs durch den TMZ-induzierten 
Stress eine vermehrte Expression von anti-apoptotischen Proteinen und ABC-
Transportern durch das Multidrug-Resistance-Gen aufweisen. Dadurch kann von einer 
erhöhten Chemo- und Strahlenresistenz ausgegangen werden.101 
Des Weiteren machten Auffinger et al. die Umwandlung der Mikroumgebung durch 
TMZ, die zu hypoxischen und azidotischen Umständen führte („Stammzell-Nische“), für 
die erleichtere Konversion zwischen den Subpopulationen verantwortlich. Hierbei 
könnten besonders MMPs eine wichtige Rolle spielen. In einer großen Anzahl an 
Tumoren sind MMPs überexprimiert. Diese Expression geht zum Teil direkt von den 
Tumorzellen aus.154–156 MMPs sind zinkabhängige Endopeptidasen, die die EZM 
degradieren können. Folglich kommt es zu einer vermehrten Proliferation, Invasion und 
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Zellmigration, was schließlich zu einem erhöhten Tumorwachstum, Metastasierung und 
Neovaskularisierung führt.157–159 
Die EZM stellt als physikalische Barriere ebenfalls eine wichtige Komponente der 
„Stammzell-Nische“ dar. Es ist wahrscheinlich, dass durch die TMZ-Therapie-induzierte 
Umverteilung der Mikroumgebung eine erhöhte Steifigkeit der EZM verursacht wird, die 
den Durchtritt der Therapeutika blockiert. Folglich verliert TMZ seine vollständige 
Wirksamkeit, wodurch die Resistenzentwicklung ebenfalls vorangetrieben wird.  
In dieser Studie konnten die letztgenannten Punkte nicht weiter untersucht werden, da 
bei in vitro-Versuchen die Versuchsbedingungen bezüglich der Mikroumgebung nicht 
realitätsgetreu wiedergegeben werden können. So kann beispielsweise eine 
Beurteilung der EZM oder auch der „Stammzell-Nische“ nicht stattfinden. 
Nichtsdestoweniger können die genannten Faktoren im Gesamtbild zusätzlich eine 
entscheidende Rolle spielen. 
Hauptverantwortlich für die Konversion der Subpopulationen in vitro scheint jedoch eine 
direkte Wirkung von TMZ auf die GBM-Tumorzellen zu sein. Eventuell durch 
Chemotherapie-induzierte Genveränderungen oder auch durch TMZ-vermittelten 
zytotoxischen Stress nahmen die DCs der verwendeten Primärzelllinien in 3 von 4 
Fällen eine gesteigerte in vitro Tumorigenität an. Für die Zelllinie HROG38 konnte, wie 
bei den Vorversuchen, auch hier kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Dies 
spricht für eine stark ausgeprägte Heterogenität in GBM. So scheinen einige GBM-
Tumoren leichter im Vergleich zu anderen dazu befähigt zu sein, einen intratumoralen 
Populationswechsel vollziehen zu können. Es kann spekuliert werden, dass diese 
funktionelle Umwandlung der Zellen durch mehrere Faktoren beeinflusst wird. Daher 
könnten in vivo andere Ergebnisse auftreten als in vitro.  
Auffinger et al. zeigten nach Ausschluss von Selektion und Expansion der CSCs neben 
der funktionellen auch eine TMZ-induzierte phänotypische Umwandlung der DCs in 
CSCs in vitro.66 Unter Verwendung von klassischen Stammzell-Markern (Nestin, 
CD133, Sox2 u.v.m.) konnte nach langfristiger Exposition gegenüber klinisch relevanten 
Dosen von TMZ eine konsequente Zunahme mehrerer phänotypischer und funktionaler 
Stammzell-Marker bei allen verwendeten GBM-Zelllinien festgestellt werden.66 Um 
neben der gesteigerten Tumorigenität in vitro auch die phänotypische Modifikation der 
Zellen für die hier verwendeten Primärzelllinien und dabei insbesondere das Verhalten 
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der Stammzell-Marker auf behandelte DCs zu untersuchen, wurde die Expression von 
CD133, CD15, Nestin, Sox2 und Bmi1 bestimmt (Abb. 14 - 17). Die Ergebnisse dieser 
Versuche zeigten, dass die Stammzell-Marker-Expression von Nestin, CD133 und 
CS15 bei den DCs aller 4 verwendeter Primärzelllinien mit steigender TMZ-
Behandlungsdauer anstieg. Dies legt den Schluss nahe, dass die TMZ-induzierte 
phänotypische Umwandlung der DCs in CSCs im Laufe einiger Tage eintritt, wie es 
Auffinger et al. bereits an GBM-Zellen beschrieben haben. Eine Veränderung der 
Expression von Sox2 und Bmi1 mit fortlaufender TMZ-Behandlung konnte nicht 
festgestellt werden. Außerdem konnte ein eindeutiger Unterschied zwischen den 
unbehandelten DCs und CSCs lediglich für den Marker Nestin bei den Zelllinien 
HROG36 und HROG38 gezeigt werden. Bezogen auf andere Marker und Zelllinien 
konnte keine Diskrepanz festgestellt werden. Diese Ergebnisse stellen die Validität der 
verwendeten Stammzell-Marker in Frage. In der Literatur sind die genannten 
Stammzell-Marker bei GBM ohnehin sehr umstritten. Nur wenige Studien konnten die 
Aussagekraft der Stammzell-Marker durch signifikante Unterschiede zwischen DCs und 
CSCs unterstreichen. Der Großteil der Arbeiten zeigte unklare Ergebnisse. Es wurde 
beispielsweise beobachtet, dass CD133--Zellen annähernd gleiche 
Stammzelleigenschaften (gesteigerte in vitro Tumorigenität, Chemo- und 
Strahlenresistenz etc.) aufweisen konnten, wie CD133+-Zellen. Interessanterweise 
berichteten Brescia et al., dass die Zellhierarchie zwischen CD133+- und CD133--Zellen 
aufgehoben ist und damit die Funktion zur Detektion von Zellen mit 
Stammzelleigenschaften entfällt.160 In Anbetracht der Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit wurden die Stammzell-Marker ebenso als nicht präzise genug interpretiert, um 
eine genaue phänotypische Unterscheidung der Zellsubpopulationen vornehmen zu 
können. In der Studie von Auffinger et al. wurden im Gegensatz zu dieser Arbeit DCs 
aus Xenografts von humanen Tumoren verwendet, für die eine bessere Validität der 
Stammzell-Marker-Expression beschreiben ist. Demnach ist die beschriebene 
Konversion der Zellen durchaus plausibel und kann dennoch mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit assoziiert werden. 
Insgesamt konnte bereits nach 48h ein signifikanter Anstieg der in vitro Tumorigenität 
(Abb. 20) bei 3 von 4 Zelllinien sowie eine Tendenz zur phänotypischen Umwandlung 
(Abb. 14 – 17) der DCs nach TMZ-Behandlung nachgewiesen werden. Dies deutet auf 
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einen Populationswechsel unter bestimmten Bedingungen hin und führt zu erschwerten 
Therapieoptionen bei GBM. 
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit untersucht, inwiefern sich die TMZ-induzierte 
Modulation der DCs in CSCs unterdrücken lässt. Lamb et al. zeigten zuerst den anti-
tumorigenen Einfluss von verschiedenen Antibiotikaklassen wie Tetrazyklinen oder 
Makroliden auf Tumorstammzellen unterschiedlicher Tumorentitäten.120 Aufbauend auf 
diesen Erkenntnissen wurde in dieser Arbeit die Wirkung von Dox, einem Tetrazyklin-
Derivat, auf unbehandelte und mit 50µM TMZ behandelten DCs untersucht. Dazu 
wurde zunächst die Sensitivität der Zelllinien gegenüber Dox analog zur 
Chemosenitivitätstestung mit TMZ bestimmt (Abb. 18). Die gewonnenen Ergebnisse 
zeigen in 3 von 4 Fällen niedrigere IC50-Werte bei der CSC-Subpopulation im Vergleich 
zu den DCs (Abb. 18 und Tab. 13). Dies deutet darauf hin, dass CSCs tendenziell 
besser auf Dox ansprechen als deren Vergleichsgruppe der DCs. 
Die für alle Folgeexperimente verwendete Konzentration von 50µM Dox überschreitet 
zwar geringfügig die in Patienten gemessene Plasmakonzentration von 23,5µM, ist 
jedoch in Anbetracht der Notwendigkeit von erhöhten Konzentrationen für in vitro-
Versuchen annähernd so aussagekräftig.  
Zur Bestimmung der Funktionalität der unbehandelten und mit TMZ sowie mit einer 
Kombination aus TMZ und Dox behandelten DCs wurde im Verlauf die in vitro 
Tumorigenität der Zellen geprüft und verglichen. Dabei zeigte sich ein durch Dox-
vermittelter anti-tumorigener Einfluss auf die TMZ-behandelten Zellen. Die Ergebnisse 
in Abb. 19 zeigen in 3 von 4 Fällen eine signifikant geringere in vitro Tumorigenität der 
mit Dox und TMZ behandelten DCs im Vergleich zu den nur mit TMZ behandelten 
Zellen. Gestützt auf den Gedanken, dass DCs unter bestimmten Umständen 
Stammzelleigenschaften annehmen können, kann auch hier davon ausgegangen 
werden, dass die TMZ-behandelten DCs stammzellähnliche Funktionen entwickeln, was 
durch Dox unterdrückt werden kann. Ein deutlicher Unterschied zwischen den 
unbehandelten DCs und den nur mit Dox behandelten DCs konnte nur in einer Zelllinie 
(HROG38) beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass der Angriffspunkt von Dox 
abhängig von dem aktuellen Zustand der Zelle ist. Eine präzise Erklärung, weshalb und 
vor allem wie Dox Einfluss auf CSCs nimmt, konnte in dieser Arbeit nicht ausreichend 
gegeben werden. Es scheinen jedoch mehrere Faktoren eine Rolle spielen zu können. 
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Dox wirkt an der 30S-UE der bakteriellen Ribosomen. Diese Einheit zeigt eine 
strukturelle Ähnlichkeit zu der 28S-UE der Mitochondrien, wodurch Dox, ähnlich wie auf 
Bakterien, auch auf Mitochondrien wirken kann. In Ergebnissen vorangegangener 
Studien anderer Arbeitsgruppen wurde eine starke mitochondriale Abhängigkeit der 
CSCs in mehreren Tumorentitäten festgestellt.161,162 So führen die Mitochondrien in 
Tumorzellen beispielsweise zur Aktivierung verschiedener Signalwege, die durch 
Umverteilung von Nährstoffen eine anabole Stoffwechsellage schaffen. Diese treibt die 
Tumorentstehung und –proliferation voran.120,121,131  
In vitalen Zellen wird Dox in das Zytoplasma übertragen und in den Mitochondrien 
wirksam, wo es zu stabilen Photoprodukten wie Lumidoxyzyklin metabolisiert wird. 
Diese induzieren eine mitochondriale Fragmentierung und verändern die 
Membranintegrität der Mitochondrien. Folglich kommt es zu einer kontinuierlichen 
Hemmung der mitochondrialen Proteinbiosynthese, wodurch die mitochondriale 
Funktionalität beeinflusst wird.163 Der Zustand der durch TMZ konvertierten DCs 
unterliegt wahrscheinlich, ebenso wie der der CSCs, einer gesteigerten mitochondrialen 
Abhängigkeit. Ansetzend an der Theorie der Dox-induzierten Dysfunktion der 
Mitochondrien scheint die in vitro Tumorigenität der CSCs offensichtlich beeinflusst zu 
sein. Bei einer gestörten Mitochondrienfunktion kann es zu einer verminderten 
Tumorigenität, welche in dieser Arbeit beobachtet wurde, kommen. Dadurch könnte ein 
Therapieansatz für GBM gegeben sein. 
Wie bereits erläutert, scheint besonders der mitoMGMT-Promotor in CSCs angereichert 
zu sein, welcher die Resistenzentwicklung in GBM stark beeinflusst. Wenn TMZ-
behandelte DCs Stammzelleigenschaften annehmen und ebenfalls eine vermehrte 
mitochondriale Abhängigkeit aufweisen, könnte auch eine Zunahme des mitoMGMT-
Promotors in diesen umgewandelten Zellen zu verzeichnen sein. Die durch Dox-
induzierte mitochondriale Dysfunktion kann folglich die Anzahl und somit die Wirkung 
der DNA-Reparaturenzyme vermindert werden, wodurch die beobachtete gesunkene in 
vitro Tumorigenität zu erklären sein könnte.  
Des Weiteren sorgen Dox-Photoprodukte für eine gesteigerte Synthese von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS), die eine wichtige Rolle bei der Induktion der Apoptose unter 
physiologischen und pathologischen Bedingungen spielen.164 ROS entstehen in den 
Mitochondrien der eukaryotischen Zellen und induzieren viele Arten von DNA-Schäden, 
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wodurch die Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53 folgt. Für das Kolon- und 
Pankreaskarzinom wurde bereits berichtet, dass die Dox-induzierte Apoptose NF-KB- 
und p53-abhängig ist, was auch bei GBM der Fall sein könnte.165–167 Das Ergebnis der 
Aktivierung von p53 ist entweder Apoptose oder Zellzyklusarrest, abhängig von der 
p53-Expression: bei hoher Expression fördert p53 den Zelltod durch einen 
transkriptional unabhängigen Mechanismus, während niedrige Expressionslevel eine 
transkriptionsgesteuerte Hemmung des Zellzyklusfortschritts initiieren.168 Durch diesen 
proapoptotischen Effekt könnte Dox ebenfalls Einfluss auf die GBM-Zellen haben. Bei 
den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen konnte keine Zelltodinduktion, jedoch 
eine verringerte in vitro Tumorigenität verzeichnet werden. Auch Lamb et al. sahen in 
ihrer Studie bei der entsprechenden Konzentration von Dox keinen Zellzahlverlust.120 
Es kam lediglich zu einem Wandel der funktionellen und phänotypischen Eigenschaften. 
Einen weiteren Erklärungsansatz bietet der Einfluss von Dox auf MMPs. Dox ist in der 
Lage, MMPs über verschiedene Mechanismen zu inhibieren. Folglich wird die 
Tumorigenität vermindert.169–171 Inwieweit dieses Phänomen eine Rolle in in vitro-
Versuchen spielt, wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Für Folgeexperimente 
könnte dies jedoch ein interessanter Anhaltspunkt sein. 
Generell deuten die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dass eine direkte Wirkung des 
Antibiotikums auf die GBM-Zellen stattgefunden hat.  
Inwieweit Dox direkt diese Modifikation der GBM-Zellen bewirkt, kann allerdings nicht 
vollständig erklärt werden. Es scheint jedoch, als spiele auch hier der Zustand der Zelle 
die entscheidende Rolle. Bei alleiniger Behandlung der DCs mit 50µM Dox zeigt 
lediglich die Zelllinie HROG36 einen signifikanten Unterschied zu den unbehandelten 
DCs. Für 3 weitere Zelllinien (HROG06, HROG10, HROG38) konnte eine verringerte in 
vitro Tumorigenität der Zellen erst nach stattgefundener Umwandlung durch TMZ in 
CSCs beobachtet werden. Es scheint, als seien bestimmte Stammzelleigenschaften 
Voraussetzung für die Wirksamkeit des Antibiotikums. So könnte die gesteigerte 
mitochondriale Abhängigkeit der GBM-Zellen im Stammzell-Status der Angriffspunkt 
des Antibiotikums sein. Durch die Schädigung der Mitochondrien scheint die 
Tumorigenität, zumindest in vitro, beeinflussbar.  
Neben Dox konnten auch weitere Antibiotika ähnliche Effekte bei verschiedenen 
Tumorentitäten bewirken. Lamb et al. beobachteten bereits bei fortgeschrittenen oder 
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behandlungsresistenten Patienten mit B-Zell-Lymphom (Dox) oder Bronchialkarzinom 
(Azithromycin) eine deutlich erhöhte 1-Jahres-Überlebensrate in klinischen 
Studien.172,173 Möglicherweise könnten ähnliche Ergebnisse für GBM erreicht werden. 
Dies sollte zukünftig weiter untersucht werden. 
 
Die Daten zeigen außerdem, dass sich der Einfluss von Dox auf die mit TMZ 
behandelten DCs im Laufe mehrerer Tage nicht signifikant veränderte. Bereits nach 
einmaliger Behandlung mit 50µM Dox konnte die in vitro Tumorigenität gesenkt werden. 
Dies bestärkt ebenfalls die Theorie einer direkten Wirkung von Dox auf die Zellen. 
Zugleich kann vermutet werden, dass die Suppression der in vitro Tumorigenität ein 
limitierter Effekt ist und bereits nach kurzer Behandlungsdauer das Maximum erreicht 
hat. Interessanterweise wurde in früheren Studien festgestellt, dass Lymphom-
Patienten von einer nur 3-wöchigen Dox-Therapie profitierten und eine vollständige 
Remission der Krankheit zeigten.174 Diese Ergebnisse könnten mit den vorliegenden 
korrelieren und deuten auf ähnliche Effekte bei GBM hin. Eine kurze Behandlungsdauer 
scheint demnach ausreichend, um die gewünschten Effekte zu erzielen. Um 
diesbezüglich an weitere Erkenntnisse zu gelangen, müssten als nächstes in vivo-
Versuche mit Dox stattfinden. 
 
Bei der Zelllinie HROG38 konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den in 
vitro Tumorigenitäten der mit TMZ behandelten und der mit TMZ und Dox behandelten 
DCs festgestellt werden. Einerseits könnte dafür eine Notwendigkeit einer längeren 
Umwandlungsdauer ursächlich sein. Andererseits könnte auch die intertumorale 
Heterogenität eine Rolle spielen. Eventuell sind jedoch auch nicht alle GBM-Zelllinien 
gleichermaßen dazu befähigt, einen Populationswechsel zu vollziehen. So konnten in 
dieser Studie Dox-vermittelte Effekte in 3 von 4 Patientenzelllinien beobachtet werden. 
Eine Zelllinie - HROG38 - zeigte indes keinerlei Ansprechen auf Dox. 
Auch wenn viel über mögliche Ursachen spekuliert werden kann, wäre es notwendig, 
den Wirkungsmechanismus noch genauer zu identifizieren. Erst dadurch kann in einer 
klinischen Studie gewährleistet werden, dass bevorzugt jene Patienten ausgewählt 
werden, die von einer zusätzlichen Dox-Therapie profitieren könnten.  
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6. Schlussfolgerung und Ausblick 
Insgesamt konnte in dieser Arbeit bestätigt werden, dass GBM aus mehreren 
Subpopulationen besteht. In 3 von 4 Patientenzelllinien zeigte sich eine gesteigerte in 
vitro Tumorigenität der CSCs im Vergleich zu den DCs.  
Außerdem war durch die TMZ-Behandlung eine phänotypische (Stammzell-Marker) und 
funktionelle (gesteigerte in vitro Tumorigenität) Umwandlung der DCs zu beobachten. 
Dies deutet darauf hin, dass ein Populationswechsel bei GBM zwischen den einzelnen 
Zellklassen unter bestimmten Bedingungen in vitro stattfinden kann. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit widersprechen dem hierarchischen Tumormodell mit der von Raye et al. 
aufgestellten Stammzell-Hypothese und bestärken die Theorie eines stochastischen 
Zellmodells. Dabei sind alle Zellen theoretisch gleichgestellt und können die 
Eigenschaften der verschiedenen Subpopulationen annehmen.Für die Konversion der 
Subpopulationen scheinen neben der in der Literatur beschrieben 
Umgebungsbedingungen („Stammzell-Nische“) noch weitere zellintrinsische Faktoren 
eine Rolle zu spielen.  
Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die durch TMZ-induzierte 
gesteigerte in vitro Tumorigenität in 3 von 4 Patientenzelllinien durch die Behandlung 
mit Dox signifikant gesenkt werden konnte. Dies deutet auf eine indirekte und/oder 
direkte anti-tumorigene Wirkung von Dox auf CSCs hin. Durch die strukturelle 
Ähnlichkeit der bakteriellen 30S-UE zu der 28S-UE der Mitochondrien kann eine 
mitochondriale Dysfunktion durch Dox ausgelöst werden. In Anbetracht der 
vorliegenden Ergebnisse konnte die Hypothese der verstärkten mitochondrialen 
Abhängigkeit der CSCs dadurch untermauert werden.   
Schlussfolgernd eröffnen diese Erkenntnisse Perspektiven für neue Therapieansätze 
des GBM. Entscheidend dafür scheint der jeweils aktuelle Zustand der Zelle zu sein. So 
ist es für zukünftige Therapieoptionen sinnvoll, gegen die Eigenschaften der 
„Stammzellen“ vorzugehen bzw. die Umstände, die zu einem vermehrten Wandel der 
Zellen zu Gunsten der CSCs führen, zu unterdrücken. Es sind weitere Untersuchungen 
erforderlich, um die potenzielle Wirksamkeit von Dox als Antikrebsmittel sowie als 
Verstärker herkömmlicher chemotherapeutischer Mittel zu bestimmen. Dazu sollte der 
genaue Wirkmechanismus bei GBM identifiziert werden, um für klinische Studien die 
Patienten auswählen zu können, bei denen eine zusätzliche Behandlung mit Dox am 
vielversprechendsten ist. 
 XI 
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Thesen 
1. Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist durch eine ausgeprägte inter- und 
intratumorale Heterogenität gekennzeichnet. 
 
2. Das GBM weist mindestens 2 funktionell und phänotypisch verschiedene zelluläre 
Subpopulationen auf. 
 
3. Das GBM kann grob in stammzellähnliche Zellen (CSCs) und ausdifferenzierte 
Zellen (DCs) unterteilt werden. 
 
4. In vitro wachsen DCs adhärent am Boden der Zellkulturflasche, wohingegen CSCs 
ein semiadhärentes bis sphärisches Wachstum aufweisen. 
 
5. CSCs weisen im Vergleich zu DCs eine höhere in vitro Tumorigenität auf. 
 
6. Mit den Stammzell-Markern Nestin, CD133, CD15, Sox2 und Bim1 können die 
phänotypischen Unterschiede der einzelnen Subpopulation in GBM nicht sicher 
dargestellt werden. 
 
7. CSCs und DCs agieren nach einem stochastischen Tumormodell und können unter 
bestimmten Umständen ineinander konvertieren, wodurch DCs befähigt sind, 
Stammzelleigenschaften anzunehmen. 
 
8. Durch die Behandlung der Zellen einiger GBM-Primärzelllinien in vitro mit dem 
Standardtherapeutikum Temozolomid (TMZ) kann eine gesteigerte in vitro 
Tumorigenität bei den behandelten DCs im Vergleich zu den unbehandelten DCs 
beobachtet werden. 
 
9. TMZ sorgt bei einigen GBM-Primärzelllinien für eine Konversion der DCs in Zellen 
mit Stammzelleigenschaften (gesteigerte in vitro Tumorigenität). 
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10.  Durch die Behandlung der konvertierten DCs nach TMZ-Therapie mit Dox kann 
eine Regression der in vitro Tumorigenität beobachtet werden. Dadurch ist von einer 
antitumorigenen Wirkung von Dox auszugehen. 
 
11.  Die Wirkung von Dox tritt bereits nach kurzer Behandlungsdauer ein. 
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